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Giresun Yoresinde Yetisen Bazi Yoresel Bitkilerin Bakir Indirgeme
Antioksidan Kapasiteleri (CUPRAC) ve Anti-tirozinaz Enzim Aktivitelerinin

Incelenmesi

OZET

Organizmada ger¢eklesen metabolik reaksiyonlarin isleyisi sirasinda veya g¢evresel
ajanlar, sikinti, stres gibi cesitli dis etmenlerin etkisiyle serbest radikaller
olusmaktadir. Antioksidanlar; serbest radikallerin olusumunu engelleyerek, olusan

serbest radikalleri nétralize eder viicudun bunlardan etkilenmesini engeller.

Tirozinaz, molekiiler oksijeni tercih ederek monofenollerin  o-kinonlara
oksidasyonunu katalizleyen, yapisinda bakir bulunduran bir enzimdir. Bu enzim,
melanin biyosentezinde rolii olan anahtar bir enzimdir. Melanin sa¢in ve derinin
rengini olusturan faktorlerden biri olan polifenol yapidaki bir biyopolimerdir ve
tirozinaz, melanin sentezindeki iki tepkimeyi katalizler. Dermatolojik problemlerin
birgogu fazla melanin pigmenti salgilanmasindan kaynaklanir. Melanin
biyosentezinin Oniine gec¢ilmesi ise Ozellikle tirozinazin inhibisyon islemi ile

saglanabilir.

Gilintimiize kadar, farkli enzimlerde organik ve organik olmayan bilesikler ve cesitli
metal iyonlarinin inhibitor etkisi arastirilmistir. Bunlara ek olarak, farkli bitkilerden
meydana gelen ekstrelerin de enzimler {izerindeki inhibisyon etkisi arastirilmistir.
Yenilebilen bitkiler flavonoidler, alkoloidler, terpenoidler ve diger fenolik bilesikler
bakimindan zengindir. Bu sebeple yenebilen bitkiler enzimleri kontrol altinda tutmak

icin giivenilir bir aragtir.

Son yillarda tirozinaz enzim inhibitorleri ile ilgili ¢ok sayida calismalar yapilmstir.
Dogal kaynaklar ve sentetik yollar ile olusturan onlarca tirozinaz inhibitorii
kesfedilmistir. Bu c¢alismada, Giresun yoresinde yetisen bazi bitkilerin bakir
indirgeme antioksidan kapasiteleri (CUPRAC) ve tirozinaz enzimi tizerine inhibisyon

etkileri incelenecektir.

Anahtar Kelimeler: Tirozinaz, Antioksidan, CUPRAC, Inhibitér, Melanin
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Investigation of The Copper Reduction Antioxidant Capacities (CUPRAC) and
Anti-tyrosinase Enzyme Activities of some Local Plants Growing in Giresun

Region

SUMMARY

Free radicals are formed with metabolic reactions in organisms or with the external
factors which are environmental agents, stress and radiation. Antioxidants blocks the
effects of free-radicals by neutralizing them. Thus prevents the human body from the

free agents.

Tyrosinase is an enzyme which includes copper and uses molecular oxygen to
catalyze o-kinon oxidation of monophenols. This enzyme is a key enzyme that has a
role at melanin biosynthesis. Melanin is a polyphenol structured biopolimer which
gives color to skin and hair. Tyrosinase catalyzes two reaction in melanin synthesis.
Most of the dermatologic distortion caused by the excessive secretion of melanin
pigment. Inhibition of melanin biosynthesis is achieved by tyrosinase inhibition in

particular.

Until today, inhibition effects of organic - inorganic compounds and various metal
ions analyzed on various enzymes. Add to this, inhibition effects of the extracts of
various plants were analyzed. Edible plants are rich in terms of flavonoids,
terpenoids, alkaloids and other phenolic compounds. Therefore edible plants may be

a safe source to control the enzymes.

In recent years, many studies about enzyme inhibitors are published. Hundreds of
tirozinas inhibitors, both synthetically made and obtained from natural sources are
discovered. This study covers copper reducing antioxidant capacity (CUPRAC) and

inhibition effect of trozinas enzyme of some plants which grows in Giresun region.

Keywords: Tyrosinase, Antioxidant, CUPRAC, Inhibitor, Melanin
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BOLUM 1. GIRiS

Enzimler, canli organizmada kimyasal reaksiyonlar1 hizlandirici bir rol oynayip,
hi¢bir yan iirtin olusumuna firsat vermeden, %100’le reaksiyonun gereklesmesini
saglayan biyolojik katalizorlerdir. Proteinlerin en biiyiik 6zellesmis grubunu teskil

etmektedirler [1].

Enzimler, dogal ortamlar disinda yeterli sartlar saglandiginda dis ortamlarda da
etkilerini gosterebilirler. Bu nedenle, enzimler bulunduklar1 doku veya hiicrelerin
belirlenmesi, biyokimyasal reaksiyon fonksiyonlarinin ortaya c¢ikarilmasi, etki
mekanizmalariin ve kinetik 6zelliklerinin biitiin ayrintilart ile incelenmesi biiyiik

onem tasimaktadir [2].

Enzimlerin aktivitelerinin cesitli bilesikler tarafindan azaltimasi veya biitiiniiyle yok
edilmesi durumu ‘inhibisyon’ olarak adlandirilmaktadir. Inhibisyona sebep olan
bilesiklere de ‘inhibitdr’ denilmektedir. Enzim aktivitesinin inhibisyonu, biyolojik
sistemlerde baslica kontrol mekanizmasi meydana getirdiginden biiyiik 6nem
tasimaktadir [1]. Gilinlimiizde enzim ve enzim inhibitorlerinden tip, eczacilik, gida,
cevre, tarim, hayvancilik, deterjan, kagit, tekstil ve kozmetik gibi pek c¢ok alanda

faydalanilmaktadir [3].

Tirozinaz, melanin {iretimini kontrol etmek i¢in, orant sinirlayan enzim olan bir

oksidazdir. Enzim temel oarak melanin sentezinin iki farkli reaksiyonunda rol oynar.

Geleneksel olarak kullanilan halk ilaglari, yiizyillardir nesilden nesile aktarilarak
Oonemini siirdiiren ve ¢ok ¢esitli hastaliklarin tedavisi i¢in insanlarin faydalandig:
dogal elde edilen ilaclardir. Bitkilerin igerigindeki etken olarak maddeler,
sentezlenen kimyasal maddelere kiyasla yan etkilerinin daha diisiik seviyede olmasi
ucuz ve kolay bulunabilir olabilmesi nedeniyle, bitkisel kaynaklara ilgi giin gectikce

artmaktadir. Bu nedenle, bitkilerden ve bitkisel igerikli olan ¢ok miktarda bilesikten



meydana gelen kimyasal maddeler bircok hastaligin iyilestirilmesinde
kullanilmaktadir. Bununla dogru oranda bu kullanimlarin bilimsel ger¢ekliginin var

olup olmadiginin incelenmesinin degeri artmaktadir [3].

1.1. Enzim Tanim ve Enzimlerin Tarih¢esi

Enzimler; hiicre ¢ogalmasi, enerjinin veya besinlerin ¢cevreden alinmasi ve enerjinin
dontisimii, metabolitlerin tasinmasi ve kisaca metabolizma olarak tanimlanan biitiin
hiicre fonksiyonlarinin gergeklestirilmesi i¢in gerekli olan biyokatalizorlerdir [10].
Metabolizmada gerceklesen tiim kimyasal olaylar1 yasam ile uyumlu bir sekilde

gerceklestiren kimyasal ajanlardir [11].

Alkoller sekerlerlerden elde edilirken, sarabin sirkelesmesi, peynir yapilmasi ve
idrarda amonyagin olusumu seklindeki enzimatik reaksiyonlar, tarih 6ncesi ¢aglardan
bu yana taninmaktadir. Hiicrelerde organik maddelerin sentezlenmesi (anabolizma)
ve yikilmasi (katabolizma), sindirim ve kas kasilmasi, hiicre solunumu, vb. degerli
fizyolojik aktiviteler ¢esit ¢esit metabolik reaksiyonlar sonucu gergeklesmektedir ve
tim bu reaksiyonlar da enzimlerin katalitik etkisi sayesinde gerceklesmektedir. Bu
sebeplerden dolay1 yasam, bircok enzimatik reaksiyonun bir araya gelmesi sonucu

olusan bir sistem olarak da tanimlanmaktadir [12].

Ilk enzim calismalari, sindirim ile ilgili enzimlerin arastirilmaya baslandig1 1760-
1825 yillar1 arasinda gerceklesmistir. Ik kez 1825 yilinda Berzelius, nisastanin
sindiriminde etkisi olan bitkisel enzimler ile g¢alismis; 1860 yillarinda Pasteur,
fermentasyon enzimleri {izerinde arastirmalar yapmistir. Fermentasyon ile
iligkilerinden dolay1 baslangigta verilen ferment ad1 1878 yilinda Kiihne tarafindan
Yunanca’da “maya i¢inde” anlamina gelen “enzim” ismi ile degistirilmistir [13].
1926°da James Sumner tarafindan {ireaz enziminin izole ve kristalize edilmesi,
spesifik enzimlerin 6zelliklerinin daha 6nceki incelenmelerine yol agmistir. Sumner,
iireaz kristallerinin sadece protein yapisinda oldugunu bulmus ve biitiin enzimlerin
protein yapida olduklarini ileri stirmiistiir. Bu diistince, farkli 6érneklerin olmamasi

nedeniyle bir siire i¢in tartismali kalmistir. Fakat, 1930 yillarinda John Northrop ve



meslektaslarinin pepsin ve tripsin enzimini Kristalize etmeleri ve bu enzimlerin
protein yapisinda olduklarini bulmalar1 neticesinde Sumner’in vardigi sonug¢ genel

olarak kabul gormiistiir. Boylece enzimlerin protein yapida oldugu kanitlanmistir

[11].

1.1.1. Enzimlerin Genel Ozellikleri

Enzimler, canli hiicreler tarafindan biyolojik sartlarda sentez edilmektedir. Ama
aktivite gostermeleri icin hiicrede olmalar1 zorunlu degildir. Proteinlerin énemli bir
grubunu olusturan enzimlerin temel yapisi, peptit zincirleri seklinde aminoasitlerden
olusmakta ve kendilerine 6zgii 3-boyutlu yapilidir. 3-boyutlu tersiyer yapilar1 bu
biyomolekiillere, baglanacaklar1 ve degistirecekleri substrat molekiillerini istedigini
secme ayricaligini kazandirmaktadir. Kuaterner yapilara sahip yani birden ¢ok alt
birimli enzimler de mevcuttur. Enzimlerin t¢ boyutlu bu yapilar1 substrat
molekiiliiniin uygun bir sekilde baglanabilmesini saglayacak bi¢imdedir ve bu yapi

onemli derecede enzimin katalitik aktivitesini saglar [10].

Enzimlerle substratlar veya diger enzimlere baglanabilen molekiiller arasindaki
etkilesimler proteinlerin ti¢ boyutlu bu yapilarinin kazanilmasinda da rol oynayan
zay1f etkilesimler olan iyonik bag, van der Waals etkilesimleri, hidrojen bagi ve

hidrofobik etkilesimlerdir.

Enzimlerin dahil oldugu reaksiyonlar, olduk¢a yiiksek diizeylerde reaksiyon hizlari
gosterirler. Enzimler ile katalizlenen reaksiyonlarin hizlari, katalizlenmemis
reaksiyonlara kiyasla cogunlukla 10°-10'* kat daha biiyiiktiir. Enzimler, genellikle
atmosfer basincinda, 100 °C’nin altindaki sicaklik ve fizyolojik pH degerlerinde

biyokimyasal reaksiyonlar1 katalizlemektedir [10].

Bir enzim, yalnizca tek bir substrat iizerinde rol oynadiginda ve yalnizca tek bir
reaksiyonu katalizlediginde “tam spesifiklik” gosterir. Yani aktif bolgeye

konumlanabilecek bir tek cinsten substrat molekiiliine baglanabilir. Ornegin;



galaktokinaz, yalnizca galaktozun fosforilenmesini katalizleyebilirken; glukokinaz,
ise yalmizca glukozun fosforillenmesinden sorumludur. Birtakim enzimler genel bir
fonksiyonel gruba ait olan bazi substratlar tizerinde rol oynayabilirler ki bu, “grup
spesifikligi” olarak ifade edilir. Ornek vericek olursak fosfatazlar, bir fosfat
fonksiyonel grubuna sahip ancak olduk¢a farkli substratlarin reaksiyonlarini
katalizleyebilirler. Bazi enzimler ise belirli bir tiirden kimyasal baglara karsi
ozgiindiirler. “Bag spesifikligi”ne 6rnek olarak esterazlar verilebilir. Bu tiir enzimler
ester baglar1 bulunduran molekiillerin hidrolizini yani yikimmi katalizlemekten
mesuldiir. Bazilar1 ise “izomer spesifikligi” gosterir ve D- ve L- izomerlerden sadece
bir tanesinin reaksiyonunu katalizlemekten sorumludur. Ornegin; L-aminoasit
oksidaz, sadece L-aminoasitlerden amino grubunun uzaklastirilmasini ve boylece bir

keto asit ile beraber amonyagin olusumunu katalizleme 6zgiinliigiine sahiptir [10].

Enzimler hiicredeki reaksiyonlarda yan {iiriin olusturmazlar, reaksiyonlarm %100
verimle gerceklesmesini saglarlar [14]. Enzimler reaksiyon sirasinda fiziksel
degisikliklere ugrasalarda, reaksiyon tamamlandiginda tekrar eski orijinal hallerine

geri donerler [15].

Enzim + Sukstrat — Erzim - Substrat = Enzim + Uriin

®+9:®:@+OD

EnFim Madde  Enzim -Substrat Enzim Tepkime
aubstrat kompleksi Lirlanle ri

Sekil 1.1 Enzim Substrat Iliskisi [15].

Enzimler, kimyasal reaksiyonlarin normalden en az milyon defa daha hizh
gerceklesmesini saglar. Katalizlenmemis bir reaksiyonun dengeye varmasi yavas

olmasina ragmen, enzimler varliginda denge birka¢ saniyede saglanir.

A+B —= C+D



A ve B molekiillerinin yukarida tanimlandigi sekilde reaksiyon verip C ve D
tirtinlerini olusturabilmesi i¢in kimyasal bagi kirabilecek ya da yapabilecek kadar
yeterli kinetik enerjiyle birbirlerine ¢carpmalar1 gerekir. Dolayisiyla molekiiller gecis
halinin olusumunu saglayacak kadar bir aktivasyon enerjisine (E,) sahip olmalidir
(Sekil 1.2). Gegis hali yiiksek enerjili bir ara {irtindiir ve A ile B reaktanlarinin C ve
D iirtinlerine dontisebilmeleri i¢in bu enerjiye ihtiyaglar1 vardir ve gegis hali olusur
olusmaz triinlere varilir. Eger reaktan molekiillerin ¢ogu yeterli kinetik enerjiye
sahip olmazsa, cok azi1 gecis halinin enerjisine varacak ve dolayisiyla ¢ok az {iiriin
olusacaktir. Ancak ¢evreden yeterli enerji saglanirsa gecis haline daha kolay varilip
daha fazla {iriin olusmas1 miimkiin olacaktir.

£ Gegis hali
[A-B]*

Katalizlenmemis
reaksiyon

Serbest Enerji, G

A+B

Enzim kmulizii\JL
reaksiyon C+D

Reaksiyon yiiriiyiigii

Y

Sekil 1.2 Katalizlenmemis ve Enzim-Katalizli Egzergonik Bir Reaksiyon i¢in Aktivasyon Enerji

Doniisti [10].

Enzim katalizli bir reaksiyonda ise, A ve B reaktanlar1 enzimin aktif bolgesine
baglanip C ve D firiinlerini olusturmak {iizere etkileseceklerdir. Ancak enzim
varliginda gec¢is halinin enerjisi enzimsiz olana gore ¢ok daha disiiktiir. Bunun
sebebi, enzimin aktif bolgesinde A ve B substratlar1 daha diisiik enerjili yeni bir {iriin
veya ara Uriin olusturur. Boylece enzimler aktif bolgede substratlar ile etkilesmek
tizere sagladiklar1 gruplar yardimiyla, aktivasyon enerjisini diistirerek reaksiyonun
herhangi bir yonde daha hizli ilerlemesini saglayabilir. Bununla birlikte enzimler

dengenin yoniine hi¢bir sekilde etki etmezler [10].



1.1.2. Enzimlerin Yapisi

Katalitik RNA molekiillerinin ufak bolimii (ribozimler) disinda tiim enzimler protein
yapisindadirlar. Bu sebeple enzimler, proteinlerin biitiin yapisal o6zelliklerini
gosterirler. Enzimler, tim proteinler gibi 12.000’den 1.000.000’un {iizerine kadar
degisken molekiiler agirliga sahiplerdir. Enzimlerin katalitik aktiviteleri, dogal
protein konformasyonlarinin bitiinliigiine baghdir. Bir enzim alt initelerine
aynistirilirsa veya denatiire edilirse katalitik aktivitesi cogunlukla yok olmaktadir; bir
enzim aminoasit bilesenlerine yikilirsa katalitik aktivitesi her zaman bozulur. Enzim
proteinlerinin tersiyer, kuarterner, sekonder ve primer yapilar1 katalitik aktiviteleri

icin gereklidir [11].

Bir takim enzimler sadece proteinden olusurken, bazilar1 ise proteinin yanisira
protein olmayan bir boliimii de igerirler. Substrat, tepkimede etkinen maddedir.
Enzimlerin protein béliimiine “apoenzim” denir. Bu boliim, enzimin hangi maddeye
etki edecegini belirler. Apoenzim isitilarak kolayca denatiire olur. Yapilar1 sadece
proteinden ibaret olan enzimlere 6rnek vericek olursak elastaz, tripsin, lireaz, pepsin

ve diger hidrolaz siifi enzimler gosterilebilir [10].

Protein kisma yardimci olan ve kendisi proteinden olusmayan molekiillere kofaktor
denir. Kofaktorler zorunlu iyonlar1 ve koenzim olarak adlandirilan grup transfer
molekiillerini icerir. Bunlar enzimatik islem sonlandiktan sonra enzimler gibi tekrar
eski hallerini alir. Kofaktorler substrat ile beraber aktif bolgeye baglanarak enzim
fonksiyonunun gerceklesmesine yardimer olur. Bunlar asit ya da baz gibi fonksiyon
olusturarak ya bagli substrata proton salivererek ya da substrattan proton alarak
katalitik isleme katilir. Baz1 kofaktorler ise substrattan elektron alir (elektrofilik)
veya substrata elektron saliverir (niikleofilik). Kofaktorlerin bu 6zelliklerine gore
kimyasal baglar kirilir ya da yapilir. Ozellikle Mn™*, Cu™, Zn™, Co™, Ni"* ve Fe*
gibi ¢ok cesitli metal iyonlar1 kofaktor olarak enzimlerin aktivitesinde rol oynar ve
cok fazla enzimin aktivitesi i¢in gereklidir ki bu tiir enzimler “metalloenzim” olarak

tanimlanir. Ornegin, demir iceren bir enzim olan katalaz, hiicrelerde potansiyel hasar



olusturan bir madde olan hidrojen peroksitin par¢calanmasini ve hasar ousturmayan
maddeleri katalizler. Aminoasitler yaninda aminoasit olmayan yapilar1 da iceren
enzimlere “bilesik (konjuge) enzim” veya “holoenzim” denir. Apoenzim ve

kofaktoriin birlikte olusturdugu yapiya da holoenzim denir [10].

Koenzimler, inorganik veya organik, birden ¢ok fosfattan olusmus, protein
bulunduran béliimiine nazaran ¢ok daha kii¢iik molekiillii olan kisimdir. Enzimde asil
gorev yapan boliim bu kisimdir. Koenzim kismi genel olarak apoenzim kismindan
ayrilabilir ve analizlerinde birden ¢ok vitamini (tiamin, niasin, riboflavin vs.)
biinyesinde bulundurur. Koenzim i¢eren enzimlere nikotinamid niikleotidli enzimler
ornek verilebilir. Baz1 koenzimler de niikleotid yapisindadir. Ornek vericek olursak,
nikotinamid adenin diniikleotid (NAD"), nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

(NADP") ve bilesik niikleotid olan koenzim A.

Koenzimler, apoenzimden kolaylikla ayrilabilir ancak; tek baslarma katalitik etki
gostermezler. Koenzim apoenzim boliimiine siki sikya (kovalent) baglanmissa, bu
kuvvetli baglanan béliime “prostetik grup” denir. Niikleotid i¢eriginde olan prostetik
gruplar da bulunmaktadir. Ornegin, flavin mononiikleotid (FMN) ve flavin adenin

diniikleotid (FAD) gibi [12].

Enzim molekiilii {izerinde substrat baglama o6zelligine sahip bir bolge bulunur.
Protein zincirinin bu kismi enzimin katalitik etkisinde gorevli olup “aktif bolge”
olarak tanimlanir [12]. Bu bolge bir nokta, bir ¢izgi ve hatta bir yiizey olmayip,
enzimin lineer yapisinin degisik noktalarinda bulunan gruplarin biraraya gelerek
olusturduklart ti¢ boyutlu karmasik bir bolgedir [1]. Aktif bolge, geometrik olarak
substratin yerlesebilecegi bir cep seklindedir ve bu cepteki aminoasit yan zincirleri
ozellikle bir tiirden substrat ile etkilesecek sekilde diizenlenmistir. Dolayisiyla, hem
sekil hem de fonksiyonel grup dagilimi acisindan farklilik gosteren molekiiller
enzime etkin bir sekilde baglanamaz ve boylece {iriin olusturmak tizere herhangi bir
enzim-substrat kompleksi (ES) olusturamaz. Enzimlerin aktif bolgeleri protein

polipeptit zincirinin belirli bir diizende katlanmasi ve belirli aminoasit yan



zincirlerinin biraraya gelmesi ile olusturulur (Sekil 1.3). Farkli aminoasit yan
zincirlerinin kimyasal ve fiziksel 6zellikleri, substratin aktif bolgeye baglanmasina
yardimci olur. Substrat molekiillerinin baglanmasi yaninda bu yan zincirler kataliz
olaylarina da katilabilir. Ornegin, aspartat ve glutamat gibi yan zincirinde negatif yiik
tasiyabilen aminoasitler pozitif yiikli bir substrat ile elektrostatik etkilesim yaparak
baglanabilir. Benzer sekilde lizin, histidin ve arginin gibi pozitif yiiklii yan zincir
tasiyan aminoasitler de negatif yiikli bir substrat ile baglanabilir [10].

Polipeptit zinciri

H;N T T T CoOo
’ A B C

l Katlanma iglemi

Belirli amino asit
birimlerinden olusan
akrif biilge

Katlannug polipeptit zinciri

+
H;N ;
{Protein)

Substrat molekiilii

Sekil 1.3 Bir Polipeptit Zincirinin Katlanmasi ve Aktif Bolgenin Olusumu [10].

Enzimlerin, substratlar ile aktif bolgede uygun ve 6zel etkilesimi cesitli modellerle

aciklanmistir. Bunlar; Anahtar-Kilit Modeli ve Indiiklenmis Uyum Modelidir.

Anahtar-Kilit Modeli: Fischer (1894) tarafindan onerilen bu modelde enzim-
substrat etkilesimi bir anahtarin 6zel bir kilidin anahtar deligine yerlestigi gibi,
substratin da enzimin aktif bolgesine yerlestigi seklinde agiklanmistir. Bu model,
enzim Ozglnliigiinii aciklayabilmesine ragmen enzim katalizini agiklamada yeterli

olmamustir.

Substrat

Enzim 4 Q il

Sekil 1.4 Anahtar-Kilit Modeli [10].



Indiiklenmis Uyum Modeli: 1958 yilinda Koshland tarafindan 6nerilen bu modelde,
hem enzim hem de substrat baglanma sonucu seklini degistirir ve substrata gecis
halini alacak sekilde bir konformasyona zorlanir. Boylece, enzim substrati baski
altinda tutar ve dogrudan katalitik olayin olusmasini saglar. Bu model i¢in bazen el-

eldiven benzetmesi de yapilmaktadir [10].

Substrat ES

| 8 0% |

4

Sekil 1.5 indiiklenmis Uyum Modeli [10].

1.1.3. Enzimlerin Adlandirilmasi ve Simiflandirilmasi

Enzimler, ge¢miste katalitik etkilerini tizerinde bulundurduklar1 substrat olarak
adlandirilan  bilesiklerin  adlandirmalarinin =~ sonuna, “-az” eki konularak
isimlendirilmistir. Ornegin, iireyi CO, ve NHs’a parcalayan enzime iireaz; fosfat
esterlerinin hidrolizlenmesini katalizleyen enzimlere fosfataz; arginini ornitin ve
lireye pargalayan enzime arginaz; denilmistir. Bu isimler en azindan substratlar ile
ilgili bilgi verirlerken, hi¢bir bilgi ifade etmeyen birtakim enzim isimleri de
biyokimyacilar tarafindan kullamlmistir. Ornegin, katalaz, pepsin ve tripsin gibi. Giin
gectikce birden fazla enzimin buunmasi neticesinde, sistemi bir isimlendirme gerekli
hale gelmistir. Bundan dolay1 enzimler, Uluslararasi Enzim Komisyonu (E.C.)

tarafindan, katalizledikleri reaksiyon cesitleri ve reaksiyon mekanizmalarina gore

siniflandirmaya sokulmustur.
Sistematik isimlendirmenin baslica 6zellikleri;

1. Reaksiyonlar ve reaksiyonlar1 katalizleyen enzimler 6 gruba ayrilmistir. Bu
gruplarda kendi i¢lerinde 4 ile 13 arasinda alt gruba boliinmiistiir. Enzimin adi iki
kistmda verilir. Birinci kisim substrat ve substratlarindir. Ikinci kisim ise

katalizlenen reaksiyon ¢esidinin sonuna “-az” eki eklenmis sekli, yani



grup veya alt grup ismidir. Aralarma iki nokta koyularak yazilan maddelere
substratlardir.

2. Reaksiyonun tabiatini agiklayacak tanimlar gerekiyor ise, parantez icinde ismin
sonuna eklenebilir.

3. Tum enzimlere sistematik bir kod numarasi verilmistir. Bu numaralar E.C.
harflerinden sonra pespese gelen dort rakamdan olusmaktadir. Ik rakam enzimin
bagli oldugu grubu gosterirken, sonraki rakam alt grubu, tiglincii rakam ise alt alt
grubu belirtir. Sonuncu yani dordiinciisii ise, enzimin ayni ilk {ic rakama sahip
enzimlerin arasindaki sirasini belirtir. Mesela E.C.2.7.1.1. kod numarasinda ilk
numara 2, bu enzimin transferaz enzimi oldugunu gosterir. Ikinci rakam 7, bir
fosfat grubu transfer edildigini; {iglincii numara 1, fosfat transferinin alkol grubuna
oldugunu ve sonuncu rakam 1 ise enzimin alkol grubuna fosfat transferi veren
enzimlerin i¢inde birinci sirada oldugunu belirtmektedir. Mevzu bahis enzim
hekzokinaz geleneksel ismiyle taninan, ATP: D-heksoz 6-fosfotransferaz

enzimidir [1].

Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi (IUBMB) ‘ince 6ne stiriilen ve
kabul edilen sistematik isimlendirmede enzimler, 6 biiyiik sinifa ayrilir; 6 sinifin da

katalizlenen reaksiyon tipine dayanan alt siniflart mevcuttur [11].

1. Oksidorediiktazlar: Indirgenme ve vyiikseltgenme olayini katalizleyen
enzimlerdir. Oksidorediiktazlar ek olarak oksijenazlar, sitokromlar, dehidrojenazlar,
oksidazlar olmak iizere alt sgruplara ayrilabilirler. Fermentasyon ve solunum
durumlariyla alakali enzimler oksidorediiktaz smifindaki enzimlerdir. Ornegin; laktat

dehidrojenaz, katalaz.

2. Transferazlar: Fonksiyonel gruplarin bir molekiilden diger molekiile transferinin
gergeklestigi reaksiyonlar katalizleyen enzimlerdir. Glikozil gruplarini, tek karbonlu
gruplar1, fosfat gruplarini, acil gruplarini, aldehit ve keton gruplarini, kiikiirt
buluduran gruplar1 aktaranlar olarak birden ¢ok alt gruplara boliiniirler. Ornegin;

aspartat transaminaz, kreatin kinaz.



3. Hidrolazlar: Bir kimyasal bagin hidrolizini katalizleyen bir enzimdir.
Hidrolazlar, glikozil bilesiklerine, ester baglarina, eter baglarina, asetanhidrit
baglarina, peptit baglara, diger C-N baglarina, C-C, C-P, C-halojen, C-S, P-N, S-S

baglarma etki edenler olacak sekilde alt siniflara ayrilir. Ornegin; iireaz, lipaz.

4. Liyazlar: Bir organik molekiildeki gruplarin oksidatif veya hidrolitik olmadan
ayrilmasimi kataliz ederler. C-C, C-O, C-N gibi gruplar arasinda ¢ift bag meydana
getirerek substrattan birka¢ grubun ayrigmasini katalizleyen enzimlerdir veya zitti

sekilde durum gosterirler. Ornegin; piruvat dekorboksilaz.

5. izomerazlar: Substratin molekiil i¢indeki farkliliklarini katalizleme yetenegine
sahip enzimlerdir. intermolekiiler transferazlar, epimerazlar ve rasemazlar, cis-trans
izomerazlar, intramolekiiler oksidorediiktazlar, intramolekiiler liyazlar ve diger

liyazlar olacak sekilde alt siniflara ayrilirlar. Ornegin; glukoz-6-fosfat izomeraz.

6. Ligazlar (Sentetazlar): Iki molekiiliin biraraya gelmesini ligazlar kataliz ederler.
Bu biitiinlesme icin gereken enerji ATP (Adenozin trifosfat), ADP (Adenozin
difosfat) gibi bityikk enerjili fosfat bilesiklerinden elde edilir. Ornegin; piruvat
karboksilaz, asetil CoA karboksilaz [16].

1.1.4. Enzimlerin Calismasina Etki Eden Etmenler
Biyolojik sistemlerde enzimler az miktarda bulunmaktadir. Biyolojik sistemde
gosterdigi aktivitenin miktar1 hesaplanir, ¢iinkii enzim protein miktar1 ¢ok kiictiktiir

[17].

Bir enzim aktivitesi birimi: 25 °C’de 1 pmol substrati iiriine ¢eviren enzimin

miktar1 olarak kabul gormektedir.
Ozgiil (Spesifik) Aktivite: Miligram protein basma diisen enzim aktivitesi olarak

tanimlanir. Bu terim genellikle izole edilen enzimin safligini kontrol altinda tutmak

gerekgesiyle kullanilir.
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Doniisiim Sayis1 (kkat): Her bir enzim molekiiliince {iriine doniistiiriilen substrat

molekiillerinin sayisidir [10].

Enzim reaksiyon hizina sicakligin, substrat konsantrasyonlart ve enzimin ortam
pH’1min, reaksiyon triinlerinin, 151k, hormonlarin, zaman vb. gibi fiziksel faktorlerin

etkisi bulunmktadir [17].

1.1.4.1. Enzim Konsantrasyonu

Substratin ¢ok bol oldugu yerlerde optimal kosullarda enzimatik bir reaksiyonun
hesaplanan ilk hiz1 (V,), enzim konsantrasyonu ile paraleldir. Belli bir zaman sonra
ortamda enzimin reaksiyona katilabilecegi substrat az miktarda oldugundan hizi

artarak diismeye baglar [17].

X Reagksivon
Hizi 5 ubstrat
- miktar
arttiriliras

S Lbstrat
miktari
sinrh ise

Enzim m iktarrl
Sekil 1.6 Enzim Konsantrasyonunun Reaksiyon Hizina Etkisi [17].

1.1.4.2. Substrat Konsantrasyonu

Tiim sartlarin ve enzim konsantrasyonunun stabil oldugu bir kosulda enzimatik
tepkime hizi, substrat konsantrasyonunun eklenmesiyle baslangigta dogrusal bir
yiikselis gosterir; ancak substrat eklendik¢e ortamda reaksiyona girebilecek enzim
olmadigindan hiz artist azalir ve belirli bir maksimum hiz (Vmax) seviyesinde

sabitlenir [17].
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Sekil 1.7 Substrat Miktarmin Reaksiyon Hizina Etkisi [17].

1.1.4.3. Sicakhik

Sicaklik artis1 enzimatik reaksiyonlarin hizin1 bir noktaya kadar arttirir. Belirli bir
sicaklik limiti asilirsa enzimler de baska proteinlerde oldugu gibi denatiire olur yani
bozunurlar. Tiim enzimlerin substratini en biiytik farklilik gosteren belirli bir
maksimum sicaklik degeri vardir. Bu sicaklik “optimum sicaklik” olarak adlandirilir.

In vitro enzim reaksiyonlar1 genellikle 37-40 °C’de yapilmaktadir [17].

& TEpKime bz

— =
40 50 60 =C

Sekil 1.8 Sicakligin Reaksiyon Hizina Etkisi [17].
1.1.4.4. Ortam pH"1

Tim enzimlerin maksimum aktivite gosterdigi bir pH araligi bulunmaktadir. Bu
pH’ya enzimin “optimum pH’1” denir. Ornegin; pepsin pH 1-2 araliginda, iireaz ise
pH 6-7 araliginda en biiyiik aktiviteyi olustururlar. Enzimin optimum pH’sinin
istiinde ve altinda reaksiyon hizi dusiiktiir. Enzim belirli bir pH’da tamamen

etkisizlesir ve yapisi bozulur [17].
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1.1.4.5. Zaman

Enzim ile katalizlenen bir reaksiyonun hizi, bir siire sonra diiser. Bu durumun nedeni,
reaksiyon tirtinlerinin kendi aralarinda toplanarak zit yonde bir reaksiyon meydana
getirmeleri, enzimin zamanla aktif olmayan bir durumda olmasi, reaksiyonu 6nleyici

maddelerin meydana gelmesi ve substratin tiikkenmis olmasidir [17].

1.1.4.6. Reaksiyon Uriinleri

Enzim reaksiyonu siirdiikce, reaksiyon iirtinleri enzimi inhibe ettiklerinden otiirii
enzim reaksiyonunun hizi diismektedir. Bu inhibisyonun sebebi, reaksiyon
uirtinlerinin molekiil yapisinca substrata benzemeleri ve enzime substrattan daha ¢ok

baglanmalaridir [12].

1.1.4.7. Isik ve Diger Fiziksel Etkenler

Enzimlerin etkileri 1sikla azaltilabilir veya arttirilabilir. Enzim ¢o6zeltilerinin giicli

calkalanmas1 da enzimin denatiire olmasina neden olur [12].

1.1.4.8. Hormonlar ve Diger Biyokimyasal Maddeler

Aminoasitler, hormonlar ve diger birtakim biyokimyasal maddeler de enzim
aktivitesi tizerinde farkliliklar olusturabilirler. Ornegin, androjenik, dstrojenik ve bazi
steroid gebelik hormonlari, glutamat dehidrojenaz enziminin doért alt smifim
ayristirarak enzimin aktivitesinin kaybolmasina sebep olurlar ki bu durum, izol6sin,

metiyonin, ADP (Adenozin difosfat), 16sin tarafindan geri ¢evrilebilir [11].
1.1.6. Enzimlerin Kullanim Alanlari
Bugiin tarim, eczacilik, tip, hayvancilik, kagit, gida, ¢evre, tekstil, deterjan vb. ¢okca

sektorde enzimler kullanilmaktadir. Biyoteknoloji alanindaki gelismelerle son

yillarda elde edilmis olan enzimlerin en yogun kullanildig1 alan gida endiirstrisidir.

13



Bu alanda en ¢ok kullanilan enzimler amilazlar ve proteazlardir [19]. Enzimler,
bircok gidanin yapisinda ¢ok az bulunmalarina ragmen gidalarda 6nemli goérevler
iistlenirler. Enzimler, gidalarin dogal yapilarin1 degistirebilir ve bazi 6rneklerde bu
degisiklikler kabul edilebilir ama bir¢ok 6rnekte bu durum istenmez. Bu nedenle
istenmeyen durumlarda enzimler inaktive edilirler. Bitkilerin kararmasi, istenmeyen
degisikliklere bir ornektir. Bazi enzimler analitik metodlarda indikatoér olarak

kullanilir. Ornegin, fosfataz enzimi pastorizasyon islemlerinde kullanilir.

Enzimler, gida imalatinda katki maddesi olarak da kullamlirlar. Ornegin, rennin

enzimi peynir liretimi sirasinda siitte koagiilan olarak kullanilir [20].

Enzim kullaniminin en yogun oldugu dallardan bir baskasi ise deterjan endiistrisidir.
Deterjanlarin bilesimi kullanilacaklar1 alana gore degisiklik gosterebilen kompleks
karisimlardir. Baz1 deterjanlar alkali-proteaz (bazik) enzinmlerini igerir bu enzimler,
alkali kosullarda aktivite gostermektedir. Baz1 deterjanlarin yapisinda da lipazlar ve
amilazlar kullanilmaktadir. Bu enzimlerin tesiri ile 6zel olarak protein, nisasta ve yag

etkisiyle olusan kir temizlenir.

Yapilan bircok arastirma neticesinde, enzimlerin kullanim alanlar1 gittikge
artmaktadir. Ozellikle giiniimiizde rekombinant-deoksiriboniikleik asit (DNA)
teknolojisine eslenik olarak, istenilen ozellikte ve yeni enzim elde edilmesi

miimkiindiir; buna bagl olarak da enzim kullanimi gittik¢e yayginlagmaktadir [19].

Enzimlerden tip alaninda giderek artan bir 6l¢lide yararlanilmaya baglanmstir.
Enzimlerin nicelik ve nitelik tayinlerinin yapilabilmesi suretiyle kalitimsal
anormallikler ve hastaliklarin teshisleri yapilmakta ve hastaligin gelecegi ile ilgili
fikir edinilebilmektedir. Bunun gibi birtakim hastaliklarin tedavisi i¢in enzim

preparatlarindan ilag olarak yararlanilmaya baslanmistir [18].
Kalitsal olarak enzim yetersizlikleri sonucu ortaya ¢ikmis bulunan bir¢ok hastalik, bu

enzimlerin veya bunlarin katalize ettikleri reaksiyon {iriinlerinin veya substratlarinin

gosterdikleri azalma veya artisa gore teshis edilebilirler. Ozellikle aminoasitlerin
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metabolizmalar1 i¢in gerekli enzimlerin bulunmayisi bir ¢ok defa zeka ve gelisim
geriligi ile kendini gosteren kalitsal hastaliklarin ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir.
Ayni sekilde enzim yetersizligi, karbohidratlarla ilgili olarak glikojen depolama
bozukluklarina sebep olabilir. Lipid metabolizmasi agisindan da enzim yapimindaki
yetersizliklerden dogan Gaucher (Dalak karaciger ve kemik iligi hiicrelerinde
glukozilseramid birikimi ile olusan genetik bir hastalik), Niemann-Pick (Sinir
sisteminde kalict bozukluga, karaciger ve dalak biiylimesine sebep olan kalitsal bir
hastalik) ve Tay-Sachs (Oliimciil resesif bir hastalik) gibi hastaliklardan séz etmek
mimkiindir [11].

Enzimler eczacilik alanindada kullanilmaktadir. Bu alandaki en giizel ornekler,
sindirim  kolaylastirict  birtakim ilaglarin  igerigindeki gidalarimizin  temel
bilesenlerinden olan proteini pargalayan proteaz, yaglar1 parcalayan lipaz, nisastay1
parcalayan amilaz ve laktozu parcalayan laktaz enzimleridir. Enzimlerin eczacilik

alaninda kullanimina baska bir 6rnek de, penisilin amidaz enzimidir [19].

Eczacilik alaninda bazi enzimler ilag olarak kullanilabilir. Karaciger, safra kesesi,
pankreas hastaliklarindan kaynaklanan sindirim bozukluklarinda protein, karbohidrat
ve lipidleri hidroliz eden enzimler ilag olarak kullanilir. Yara tedavisinde, dokunun
olusmas1 ic¢in peptit baglarmi ve heteropolisakkaritleri hidroliz eden enzimler

kullanilmaktadir. Enzim inhibitorleride, ilag¢ olarak kullanilabilir (Tablo 1.1) [12].

Tablo 1.1 flag Olarak Kullanilan Enzim Inhibitérleri [12].

lacin Ad inhibe Ettigi Enzim Tedavi
Aspirin Prostaglandin Rediiktaz Antienflamatuar
Siilfanilamid Dihidrofolat Sentetaz Antibakteriyel
Hidrazinler Monoamin Oksidaz (MAQ) Antidepresan, Psikostimiilan
Anjiotensin Déniistiirtici ACE Antihipertansif
Enzim (ACE ) Inhibitorleri
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1.1.7. Hastalik Tanisinda Enzimler

Enzimler genellikle hiicrelerin i¢inde ¢ok miktarda bulunurlar, plazmadaki
konsantrasyonlar1 ise hiicre i¢indekine gore ¢ok diistiktiir. Hiicre zarar gordiigii
zaman (Orn. virlis veya toksinle) hiicre zar1 parcalanir ve hiicre i¢indeki enzimler
disar1 ¢ikarlar, boylece plazma seviyeleri aniden 10°-10" kat artabilir. Buna iki 6rnek,
hepatit ve miyokard infarktiisiidiir. Miyokard infarktiisiinde koroner arterlerden biri
bir pitht1 ile tikanir ve kalbin o arter tarafindan beslenen bolgesi oksijensiz kalir
(Iskemi). Bunun sonucunda o bolgedeki hiicreler hizla bozulmaya baslar ve nekroz
olur. Hiicrenin igindeki enzimler hiicre disina ¢ikarlar. Hiicre dis1 sividan sistematik
dolasima gecen enzimlerin serum diizeyleri hizla artar. Bu ani artis hastalik tanisinda
kullanilan ¢ok 6nemli bir parametredir. Ayni sekilde viriis veya herhangi bir toksinle

infekte olan karaciger hiicreleri de nekroz olarak enzimlerini hiicre disina ¢ikarirlar.

Hastalik tanisinda en ¢ok kullanilan enzimler;

Serum pankreas amilazi: Bazi1 pankreas kanserlerinde ve pankreas iltihabinda artar.
Serum asid fosfataz ve prostat spesifik antijen (PSA): Prostat kanserinde artar.
Kreatin kinaz (CK): Kas distrofisinde, karaciger hastaliklarinda ve miyokard
infarktiisiinde artar.

Glutamat okzalasetat transaminaz; Aspartat transaminaz (GOT; AST):
Miyokard (kalp kas1) infarktiisiinde, karaciger hastaliklarinda ve sarilikta artar.
Laktat dehidrojenaz (LDH): Kalp, karaciger, kas hastaliklarinda ve bazi

kanserlerde (6rn. 16semi) artar [12].

1.2. Antioksidanlar

Antioksidanlar, insan viicudunda serbest radikaller sebebiyle olusabilecek oksidatif
stresi bertaraf etmek kullanilan i¢in en 6nemli silahtir. Antioksidanlar hiicre hasarini
engelleyebilen ve serbest radikalleri temizleyebilen maddelerdir. Insanda var olan
antioksidanlar disaridan alinabildigi gibi viicut tarafindan da dogal olarak

iretilebilmektedir. Hem eksojen hem de endojen antioksidanlar serbest radikal
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kovucu olarak hareket etmektedirler. Bu sebeple savunma sisteminin etkisini

giiclendirerek hastalik ihtimalini de dustirtirler [21].

Antioksidanlarin ~ koruyucu etki  gostermelerinin  sebebi, normal hiicre
metabolizmasinin toksik yan tiriinii olan serbest radikalleri etkisiz hale getirmeleridir

[22].

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna mani olmak, bu maddelerin olusturdugu
hasarlara engel olmak ve detoksifikasyonu saglayabilmek icin viicutta vazifesi
bulunan savunma sistemlerine “antioksidan savunma sistemleri” ya da
“antioksidanlar” denilmektedir [23]. Antioksidanlar, otooksidasyon/
peroksidasyonun ilerlemesini dnleyen maddelerdir ve bunu da radikallerle ¢ok hizli
bir sekilde reaksiyona girerek saglarlar [24]. Antioksidanlarin islevlerinden biri
serbest radikallerin fazlasini etkisiz hale getirmek, serbest radikallerin toksik zararli
etkilerinden hiicreleri korumak ve hastaliklara 6nlem almakta katkilar1 bulunmaktadir

[25].

Gliniimiizde insanlar saglikli yasam ve saglikli yaslanma hususlarina son derece
merak ve ilgi duymaktadir. Bu sebepten disaridan alinan besinlerin ve bu besinlere

katilan katki maddeleri biiyiik bir 6nem tagimaktadir [31].

Antioksidanlar serbest radikalleri nétralize eder. Viicudun onlardan etkilenmemesini
dolayisiyla da viicudun kendi kendini yenilemesine yardimci olan maddelerdir.
Antioksidanlar hiicreleri yipratan serbest radikalleri ve reaktif oksijen cesitlerini

etken bir sekilde indirger. Diisiik toksiteli ya da toksik olmayan iirtinlere doniistiirtir.

Antioksidanlar viicutta endojen olarak iiretilebilir. Bunun yaninda gida yolu ile
eksojen olarak da viicuda alinabilir. Besinlerde mevcut olan antioksidanlar insan
saghgina yararli oldugu gibi gida maddelerinin raf omriinii uzatir. Oksidasyonu

geciktirir ya da inhibe ederek besin degerlerindeki kaybi azaltir [32, 33].
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Besin maddelerinde bulunan ve insan viicudunu serbest radikallerden koruyan
baslica dogal antioksidanlar; flavonidler, polifenoller, vitaminler ve karotenoidlerdir.
Antioksidan igeren gida maddeleri ile beslenilirse onemli hastaliklarda azalma
yasanmasi mumkiindiir. Kanser, kalp ve damar hastaliklarindaki 6nemli oSlgiide

azalma buna ornektir [34, 35].

Yaslanmaya kars1 miicadelede ve bagisiklik sisteminin de olumlu yonde etkilemesi
sebebi ile antioksidanlar olduk¢a onemlidir. Antioksidanlar biyokimyacilar ve diger
saglik uzmanlart i¢in de 6nemli olan maddelerdir. Clinkii viicudu reaktif oksijen
tirlerine (ROT), reaktif azot tiirlerine (RAT) ve reaktif klor igcerikli maddelere karsi
koruma gorevi {stlenirler. Butillenmis hidroksianisol (BHA), butillenmis
hidroksitoluen (BHT), propil gallat (PG) ve tersiyer butilhidrokinon (TBHQ)
piyasada yaygin olarak tercih edilen sentetik antioksidanlardir [36].

Antioksidanlarin oksidatif reaksiyonlar da gosterdikleri etki farkli sekillerde olabilir.

a) ROT olusumunu 6nleyen sistemler: Bakir ve demir iyonlarini baglayan metal
selatlayicilar, mitokondride kendiliginden meydana gelen ROT’lar1 indirgeyebilen
mitokondriyal sitokrom oksidaz gibi. ROT’lara 6rnek vericek olursak (siiperoksit,

peroksit vb.)

b) ROT’lar1 yakalayip etkisiz hale getiren (notralize eden) antioksidanlar:
Flavonoidler, a-tokoferol, B-karoten, askorbik asit, indirgenmis glutatyon, metiyonin,
mukus ve {rik asit gibi. Bu grupta bulunan antioksidanlar radikalik zincir
reaksiyonunun baglamasini inhibe eder ya da zincir reaksiyonunun ilerlemesinin

ontine gegerek radikal reaksiyonunu bitirirler.

Antioksidanlar hiicreleri yipratan serbest radikalleri, reaktif oksijen cesitlerinin neden
olduklar1 zarar1 hiicre dis1 ve hiicre i¢i savunma ile nétralize ederler. Hiicre igi
savunma glutatyon rediiktaz, glutatyon peroksidaz, siiperoksid dismutaz, katalaz,
glutatyon-S-transferaz ve sitokrom oksidaz gibi enzimler sayesinde elde edilir. Hiicre
dis1 savunma ise lirik asit, alblimin, transferin, bilirubin, seruloplazmin gibi farkli

molekiillerle elde edilir [37, 38].
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1.2.1. Antioksidanlarin Siniflandirilmasi

Antioksidanlar, iki ana alt grup altinda birlesebilir bunlar endojen ve eksojen olarak
adlandirilir [26, 27]. Bu antioksidanlar, oksidan/antioksidan dengesini kurabilmek
icin viicudu serbest radikallerden korur ve serbest radikalleri noétralize etmek

amaciyla kullanilir [27].

Tablo 1.2 Antioksidanlarin siniflandirilmasi [27].

ENDOJEN ANTIiOKSiDANLAR

ENZIMATIK ANTIOKSIDANLAR NONENZIMATIK ANTIOKSIDANLAR

Stiperoksit dismutaz (SOD) Glutatyon Koenzim Qg

Katalaz (CAT) Melatonin Selenyum

Glutatyon peroksidaz (GPx) Urik asit a-lipoik asit

Glutatyon rediiktaz (GR) Bilirubin Transferrin
Albiimin Seruloplazmin

EKSOJEN ANTIOKSIiDANLAR

VITAMIN EKSOJEN g . .
ANTIOKSIDANLAR ILAC OLARAK KULLANILAN EKSOJEN ANTIOKSIDANLAR
a-Tokoferol (Vitamin E) Ksantin oksidaz inhibitorleri
(alloptirinol, oksipiirinol, pterin aldehit, tungsten)
B-karoten (Vitamin A) NADPH oksidaz inhibitorleri (adenozin, lokal anestezikler,
kalsiyum kanal blokerleri, nonsteroid antiinflamatuvar ilaglar)
Askorbik asit (Vitamin C) Rekombinant stiperoksit dismutaz
Folik asit (Vitamin B9) Trolox-C (vitamin E analogu)

Endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar

(GPx aktivitesini artiran ebselen ve asetilsistein)

Nonenzimatik serbest radikal toplayicilar (mannitol, albiimin)
Demir redoks dongiisti inhibitorleri (desferroksamin)
Notrofil adezyon inhibitorleri

Sitokinler (TNF ve IL-1)

Barbitiiratlar

Demir selatorleri

1.2.1.1. Endojen Antioksidanlar

Endojen igerikli antioksidanlar, iki alt grupta siniflandirilabilirler bunlar enzimatik ve

nonenzimatik antioksidanlar olarak adlandirilirlar [22,25,26].
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1.2.1.1.1. Enzimatik Antioksidanlar

Katalaz (CAT), Siiperoksit dismutaz (SOD), Glutatyon rediiktaz (GR) ve Glutatyon
peroksidaz (Gpx) enzimatik savunma hattii  meydana getiren enzimsel

antioksidanlardir [22,25,29,30].

1.2.1.1.2. Nonenzimatik Antioksidanlar

Enzimsel olmayan antioksidanlarin i¢inde glutatyon, melatonin, albiimin, bilurubin,
tirik asit, koenzim Qjo, selenyum, a-lipoik asit, seruloplazmin ve transferrin dahil

edilebilir [22,25,27-30].

1.2.1.2. Eksojen Antioksidanlar Eksojen igerikli antioksidanlari, ila¢ olarak
kullanilan eksojen antioksidanlar ve vitamin eksojen antioksidanlar olmak tizere iki

baslikta inceleyebiliriz.

1.2.1.2.1. Vitamin Eksojen Antioksidanlar Folik asit (Vitamin B9), askorbik asit
(Vitamin C), a-Tokoferol (Vitamin E) ve B-karoten (Vitamin A) disaridan elde edilen

vitamin i¢eren antioksidanlardir [23,24,26].

1.2.2. Antioksidanlarin Bashca Ozelllikleri

1. Fizyolojik olarak zarar1 olmamalidir.

ii.  Yag veya yagh iirlinlerin kokusunu, tadini, goriiniisiinii etkilememelidir.
iii.  Yemeklerin pisirilmesi esnasinda birlikte hazirlanmis besinleri etkilememelidir.
iv.  Yagda yeterli sayida ¢oziinmeli ve yag ile karisabilmelidir.

v.  Kiigiik derisimlerde bile etkili olmalidir.

vi.  Cok kolay bulunabilmelidir.

1.2.3. Antioksidanlarin Faydalar

Antioksidanlar, serbest radikallerin sebep oldugu biitiin hastaliklara karsi viicudu

korur. Kalp rahatsizliklar1 ilk sirada yer alirken diyabet, makuladejenerasyonu ve
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kanser gibi hastaliklar1 ve bu rahatsizliklarin yani sira bulasici 6zellik gosteren
hastaliklara kars1 viicudu koruyucu gorev {stlenirler. Antioksidanlar, bu
rahatsizliklari iyilestirmek i¢in degil, bu rahatsizliklara yakalanmamak i¢in koruyucu

ve tedbir olarak kullanilmalidir [39].

1.3. Tirozinaz Enziminin Biyokimyasi

1.3.1. Tirozinazin Adlandirilmasi

Tirozinaz enzimi viicutta melanin sentezinin fazla salgilanmasindan kaynaklanan
ciltte olusan lekeler gibi hiperpigmentasyon sorunlarinda ve psoriazis, vitiligo gibi
melanin sentezinin yeteri kadar bulunmamasindan otiirii  hipopigmentasyon

sorunlarinda 6nemli rol oynayan bir enzimdir.

Tirozin 1846’da Alman kimyager Justus von Liebig (Yustus fon Libig) tarafindan
peynirde bulunmustur. Proteinleri olusturan 20 aminoasitten biri tirozinazdir. Yan
zincirinde amit fonksiyonel grubu barindirdigindan polar 6zellik gosterirler. Amit
grubunun haricinde benzen halkasi bulundurur. Non esansiyel, glukojenik ve

ketojenik asittir.

Tirozinaz (Polifenol oksidaz); yiiksek bitkilerde, funguslarda ve hayvanlarda
bulunan,  molekiiler  oksijeni  kullanarak = monofenollerin  o-difenollere
hidroksilasyonunu, odifenollerinde o-kinonlara oksidasyonunu katalizleyen bir

enzimdir ve bakir igerir.

Tirozinaz (EC. 1.14.18.1), memeliler, bakteriler ve bitkiler de i¢cinnde olmak tizere
biiylik canli gurubu yelpazesinde yer almaktadir. Krezolaz ve katekolaz aktivitesi
olarak iki farkli aktivite barindirir [40]. Tirozinazlar (polifenoloksidaz-EC.1.14.18.1)
oksidorediiktaz grubu enzimlerdir ve kofaktorleri bakirdir. Molekiiler oksijen

bulunuyorsa o- ve vic-OH gruplu (3,4,5-trihidroksi) fenolik bilesikleri
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oksitlemelerinin yaninda monofenollerin o-dihidroksifenollere doniistiiriilmesinde de
gorev aldiklar1 bilinmektedir [41]. 1856 senesinde Schoenbein ilk defa yenilebilen
mantarlarda bulmustur. Daha sonra birden cok sebze ve meyvede tirozinaz
kesfedilmis ve karakterize edilmistir [42]. Tirozinazlar, bitkilerin viral veya
mikrobiyal enfeksiyonlara direnme gilicii sergilemesinde biiyiik etkileri
bulunmaktadir. Bununla birlikte, bitkilerin zorlu hava sartlarina karst direng
gostermelerinin  diger sebebi de tirozinazlarin var olmasidir. Gida teknolojisi
bakimindan tirozinaz oldukc¢a kiymetli bir enzimdir. Enzimatik kararma bilim
insanlarini1 zorlayan bir durumdur. Muz, armut, elma, seftali gibi meyvelerde,
patates, yemeklik mantar gibi sebzelerde islenme ve saklanmalar1 esnasinda enzim

sorun ¢ikarmaktadir.

Tirozinaz, hayvan ve bitki dokularinda fazla miktarda bulunan bir enzimdir.
Bitkilerde biitiin boliimlerde olabilirken, gelismis hayvanlarda sag, tlly, deri ve
gozlerde vardir. Bitkisel dokularda oncelikli olarak aktif olmayan formda
sentezlenmekte ve zaman zaman farkli etkenlerle, etilen ve proteaz gibi bazi solunum
metabolitlerince aktive edilmektedir. Yenilebilir bitkilerdeki tirozinaz dagilimi, farkl
bilim insanlarinca arastirllmigtir. Son zamanlarda degisik kaynaklardan da izole
edilmis ve bu kaynaklar hakkinda arastirmalar yapilmistir. Tirozinaz aktivitesi
saptanan bazi gida maddeleri; enginar, cay, cassava bitkisi, musmula, ananas,
patlican, napoleon iizlimii, anamur muzu, zambak, ¢ilek ve elma olarak sayilabilir.
Bitkilerdeki tirozinaz miktart kiiltiirel islemler, ¢esit, eriskinlik ve yillanmaya baglh
olarak degisir [43]. Tirozinazlar sebze ve meyvelerin depolama, hasat ve islenme
kalitesi maddiyatin1 belirleyen degerli enzimlerdir. Oksijen gecisine sebep olan
depolama, isleme ve hasat esnasindaki kesilme, zedelenme ve baska mekanik zararlar
bircok sebze ve meyvelerde melonin olusmasina, bu da ¢abucak kararmaya sebep
olmaktadir. Esmerlesmeden dolayr meyveler yiiksek miktarda fire verirler. Kayisi,
seftali, muz gibi baz1 yaprakli meyvelerde olmamas1 gereken kararmalar olmaktadir.
Bunlarin yanisira, kakao, cay, siyah iiztim, kahve ve siyah incirlerde tirozinaz
aktivitesi beklenen bir olaydir [43]. Ciinkii tirozinaz enzimleri ile bu {riinler istenilen

son iirtin 6zgiin karakterlerine dontistirler.
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Enzimatik kahverengilesme bazen de istenen durumlar arasinda yer almaktadir. Incir,
cekirdeksiz kuru tiiziim, siyah c¢ay ve hurmalarin gilizel renkleri, agik renkli
meyvelerden elde edilen meyve suyu ve igkilerin altin saris1 renkleri kontrolli bir
kahverengilesme ile meydana gelir [42]. Bircok bitkisel kaynaktan tirozinaz enzimi
izole edilip saflastirilmaya calisilmis; reaksiyon mekanizmasit ve yapisi
aydinlatilmaya calisilmistir: Fasulye [44], armut [45], kereviz [46,47], kusburnu [48].
Tirozinaz aktivitesi, optimum pH’1 enzimin kaynaklarina ve substratlarina gore
genellikle pH 4,0 ve 7,0 arasinda degisir. Cok sayida kaynaktan elde edilen
tirozinazin, pH 4,0’ altinda aktif olmadig1 belirtilmistir [46,48-50].

Bu enzimin kullanildig1 sektorler arastirildiginda melanin sentezi, bu enzimin tercih
edildigi en kritik noktalardandir. Melanin sagin ve derinin rengini veren unsurlardan
biri olan polifenol benzeri kompleks yapisinda bulunan biyopolimerdir. Melaninin
islevi, deriyi UV 1sinlarindan korumak ve reaktif oksijen tiirlerini yok etmektir.
Tirozinaz, melanin sentezindeki iki kritik tepkimeyle L-tirozinin monofenolaz ile
hidroksilasyonu ve L-dopanin (DOPA) (dopamin) difenolaz ile dopakinona
oksidasyonunukatalizler. Melanin pigmentinin fazla salgilanmasindan dermatolojik
bozukluklar olusmaktadir. Tirozinaz inhibitorleri, dermal melanin {iretiminde baski
gosterdikleri i¢in  anti- hiperpigment ve beyazlatici ajanlar1  seklinde
kullanilmaktadirlar. Bugiinlerde medikal ve kozmetik sanayide tirozinaz
inhibitorlerinin  degerleri katlanarak artmaktadir. Insan beyninde, tirozinaz,
noromelanin  olusumunda Onemli rolleri vardir. Boyle durumlarda dopamin
norotoksisitesine ve hatta Parkinson rahatsizligiyla baglantili nérodejerasyona bile
neden olabilmektedirler. Gida sektoriinde ise tirozinaz inhibitorleri meyve ve
sebzelerin veriminin kontrol altinda olmasi i¢in tercih edilmektedirler. Tirozinaz
sebze ve meyvelerde kararmaya sebep olan, fenolik bilesiklerin kinonlara

oksidasyonunda gorevleri bulunmaktadir.

1.3.2. Tirozinaz Enziminin Dogadaki Dagilimi

Tirozinaz enzimi ilk olarak 1856 yilinda Schoenbein tarafindan yenilebilen
mantarlarda tespit edilmistir [50]. Daha sonrasinda, bazi turunggiller disinda, bircok

sebze ve meyvede tirozinaz enzimi tespit edilmis ve karakterize edilmistir [40].
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Tirozinaz dogada bol miktarda bulunmaktadir. Bitkiler aleminde bulunmasinin
yaninda mikroorganizmalarda oOncelikli olarak bazi hayvansal organlarda,
funguslarda ve ayrica kabuklu deniz hayvanlarinda da ¢ok miktarda varolan
enzimdir. Bunun yan sira birkag toprak tiiriinde glikoz oksidaz gibi oksido rediiktaz
enzimlerinin yaninda tirozinaz enzimininde aktivitesi ve varligi bilinmektedir
[51,52]. Farkli bitkilerin tirozinaz igerigi tiireve bitkinin yetistirilme tarzina gore
farklilik gostermektedir. Hatta, ayni organizmanin farkli organlarinda bile degisik
karakteristik 6zellikler tespit edilmektedir. Birden ¢cok meyve ve sebzenin yapisinda;
zeytinlerin, 6zellikle katekol substrati lizerine, en fazla tirozinaz aktivitesine sahip
oldugu saptanmistir [53]. Enzimin bitki hiicrelerindeki lokalizasyonu bitkinin yasina;

tiirtine sebze ve meyvelerde ise erigskinlige baghdir [54,55].

1.3.3. Tirozinazin Katalizledigi Reaksiyonlar ve Mekanizmalari

Uluslararas1 Biyokimya Dernegi’ne bagli enzim komisyonu tarafindan tespit edilen
siiflandirmada, biitiin tirozinazlari, yiikseltgenme-indirgenme reaksiyonlarini
katalizledikleri i¢in, en kaliteli enzim olduklar1 bazi1 deneylerle bulunmustur. Bu
simiflandirmaya gore iceriginde bakir bulunduran tirozinaz enzimi molekiiler oksijen
varliginda birbirinden biitiintiyle farkli iki aktivite gostermektedir. Bunlardan ilki,
monofenollerin o-difenollere o-hidroksillenme reaksiyonudur (E.C.1.14.18.1) ve
enzimin bu aktivitesi, monofenolaz veya kresolaz aktivitesi olarak bilinmektedir.
Ikincisi ise, o-difenollerin o-kinonlara oksidasyonuyla sonu¢ veren reaksiyondur
(E.C.1.10.3.2) ve enzimin bu aktivitesi de katekolaz veya difenolaz aktivitesi

seklinde taninmaktadir [56,57].

1.3.4. Tirozinazin Substratlari

Meyve ve sebzeler farkli fenolik bilesikler barindirirlar. Fakat bu bilesiklerin kii¢iik
bir boliimii tirozinaz enzimine substrat olarak kullanilabilmektedir. Polifenol
bilesiklerinin enzim katalizli reaksiyonlar neticesi sebze ve meyvelerde renk
degistirmelerine sebep olmalariyla birlikte, meyvelerin lezzetlerine de etkileri

bulunmaktadir.
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Polifenol bilesikler, enzimatik olmayan reaksiyonlarla da renk bozulmalarina neden
olurlar. Bu bilesiklerden birkaci oldukca basit bir sekilde kendiliginden
otooksidasyona ugrarlar ve olusan bilesikler polimerleserek koyu renkli makro
molekiilleri olustururlar [58,59]. Tirozinazin sebze ve meyvelerdeki en 6nemli dogal
substratlar1 felavonoid tipi fenollerle, basit fenollerdir. Bunlardan birkac1 katekinler,
sinamik asit esterleri, L-DOPA’nin, 3,4-dihidroksifenil alanin, 3,4-dihidroksifenil

etilamin ve tirozindir. Flavonoidlerin genel kimyasal yapis1 asagidaki gibidir [60].

Dogal fenolik substratlarin her birinin sebze ve meyvede neden olduklar1 enzimatik
kararmaya faydalar1 fenollerin konsantrasyonuna ve lokalizasyonuna bagli oldugu
kadar, farkli kinonlardan sentezlenen makromolekiiler pigmentlerin renk siddetiylede
baglantilidir. Baz1 sebze ve meyvelerde tirozinazin ana substrati bitki materyallerinde
genel olarak bulunmayan fenolik bilesiklerdir [61,62]. Seker pancari tirozinaz
enzimi, tirozine kars1 aktivitesi yokken L-DOPA’y1 dehidrogenasyona ugratmaktadir.
Fakat ilgi ¢ekici olan sudur ki seker pancari dokularinda ¢ok kii¢iik miktarda L-
DOPA bulunurken, ¢ok fazla miktarda tirozin bulunmaktadir [63]. Bu da bazi
arastirmacilar tarafindan soylenmekte olan “Tirozinaz enziminin elde edildigi
bitkilerde her zaman en iyi tirozinaz substratlart bulunmaz” tezini desteklemektedir
[64,65]. Substrat spesifikligi sadece sebze ve meyvenin tiirtine bagh degildir ayrica
belirli bir seviyeye kadar enzimin sebze ve meyvenin ekstrakte yapildigi boliimiine
ve yetistirilmesine  baglhdir.  Aktivitenin  incelendigi pH’da  substratin

kullanilabilirligini etkiler [66,67].

1.3.5. Enzimatik Kararma

Sebze ve meyvelerin depo edilmesi sirasinda ve carpma, kesme, dilimleme, kabuk
soyma gibi mekanik hasar sonucunda bazi renk degisiklikleri meydana gelmektedir.
Pembeden, mavimsi-siyaha kadar olan degisik tondaki bu renk farklilasmalarina
kararma denir. Tirozinaz enzimi, meyve ve sebzelerde cok miktarda bulunan fenolik
bilesiklerin oksidasyonunu katalizleyerek, onlar1 o-kinonlara yiikseltger ve bunlarin
polimerizasyonu sonucunda kararmaya sebep olan kahverengi melanin

pigmentlerinin olusmasina sebep olmaktadir [68].
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Meyve sularinin ve dondurulmus sebze ve meyvelerin endiistriyel gerekgeyle
hazirlanmalar1 esnasinda ortaya ¢ikan bu tiir reaksiyonlar niteligini disiirerek,
tirtiniin pazar degerini ve kalitesinide azaltir. Ayrica karides, istakoz ve yenge¢ gibi
kabuklu deniz hayvanlarimin hazirlanmalar1 ve depolanmalari esnasinda kabukta
olusan ezilmeler sonucu, tirozinaz enziminin etkisiyle meydana gelen melanozis
sonucu olusan siyah renkli lekeler iiriintin degerini ve kalitesini diisiiriir [69].

Esmerlesme reaksiyonuna sebep olan nedenler {i¢ grup altinda birlesmektedir;

i.  Enzimlerin sebep oldugu esmerlesme reaksiyonlari.
ii.  Enzimatik olmayan oksidatif esmerlesmeler.

1.  Maillard reaksiyonu sonucu olusan esmerlesmeler.

Bu reaksiyonlar arasinda en yaygin olarak bilinen enzimatik esmerlesme
reaksiyonlaridir. Enzimatik esmerlesme tahil, meyve ve sebzelerde dogal olarak
varolan tirozinaz enziminin neden oldugu bir oksidasyon reaksiyonudur. Normal
sartlar altinda enzim hiicre igerisinde oksijenden temassiz bir bi¢imde bulunur.
Ancak, sebze veya meyve zedelendigi yada kesildigi sirada enzim hiicre disina
cikarak molekiiler oksijen varliginda bazi fenolik bilesiklerle reaksiyona girerek

renkli bilesikleri meydana getirir [70,71].

Enzimatik kararmanin gerceklesmesi ig¢in tirozinaz enzimi, bunun etki ettigi
polifenolik madde ve molekiiler oksijenin beraber olmalar1 gerekmektedir. Ayrica
sicaklik, pH gibi enzim aktivitesini direkt olarak etki eden sartlarin uygun bir
seviyede olmasi gerekir. Enzimatik esmerlesme fenolik madde, molekiiler oksijen ve
tirozinaz enziminden birinin ortadan kaldirilmasi ile durdurulur veya azaltilabilir.
Ayni zamanda boyle esmerlesme reaksiyonlar: 1s1 inaktivasyonu, substratlarin
uzaklastirilmasi, askorbik asit ve sodyum siilfit ilave edilmesi, ortamin pH’sinin

diistiriilmesi veya yiiksek basing uygulanarak oniine gegilebilir [72].

Enzimatik kararma reaksiyonlarinda meydana gelen ilk kilit madde olan o-kinonlar,

renk olmayan bilesiklerdir ve kendileri direkt olarak renk bozunmasina sebep
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olmazlar. Fakat olusan o-kinon ve tiirevlerinden sonrasinda dimerler olusur ve
nihayetinde bunlar c¢ok biiyiik molekiilli bilesiklere polimerize olurlar. Renk

bozulmalarinin asil sebebi, esmer renkli olan polimerlerdir [73,74].

Diger enzimatik esmerlesme reaksiyon tiirii ise, fenolik bilesiklerden tiiremis
kinonlarin, serbest aminoasit ve proteinlerle esmer polimerleri olusturmasidir [73].
Patateste ve kazein igeren karisik besinlerde, okside olmus klorojenik asidin kazein

ile olan reaksiyonlari, bu tiirden reaksiyonlardir.

1.3.6. Tirozinaz inhibitorleri ve Enzimatik Kararmanin Onlenmesi

Mantarlarin ve diger besinlerin olgunlasmasi, depolanmasi ve islenmesi sirasinda,
enzimatik esmerlesmeden ortaya ¢ikan ciddi maddi kayiplara sebep odugu igin,
enzimatik esmerlesmenin kontrolii, besin isleme endiistrisinde ¢ok fazla 6nemli olup
tarafindan da ilgi ve alaka gormektedir. Tirozinaz katalizli esmerlesme, yalnizca
enzimin inaktive edilmesiyle degil, ayn1 zamanda enzimatik reaksiyon icin gerekli
olan oksijen veya fenolik substratin ikisinin ya da birinin ortamdan
uzaklastirilmasiyla da engellenebilir. Ayrica enzimatik esmerlesme, enzimatik olarak
olusturulan kinonik {riinlerin bloke ve enzimatik olmayan reaksiyonlarin neden
oldugu renkli bilesiklerin olusumunun oOniine gecilmesiyle engellenebilir [75].
Tirozinazin bir¢ok inhibitorii taninmaktadir ve giinimiizde kararmayr engellemek
icin bu inhibitorlerden bazilari tercih edimektedir. Kullanilan inhibitorler, besinlerde
enzimatik esmerlesmeyi sonlandirabilen, yiyecek kalitesine etkisi bulunmayan ve

saglikli olan maddeler olmalidir [76].

Tirozinazlar, dogada c¢ok yaygin olarak bulunan maddelerdir ve bir¢cok c¢icegin
renginden de mesuliyetleri oldugu i¢in bitki tanninleri olarak ta taninirlar. Bunlardan
bazilar1 kompleks bilesiklerdir ve bitkilerin kabuk, kok ve yapraklarinda bulunurlar.
Basit yapida bulunanlar1 ise genelikle taze sebze, meyve ve cayda bulunurlar. Bazi
potansiyel tirozinaz inhibitorleri; kompferol, kuarsetin, kukarinon ve kusnol gibi ¢ok
miktarda bitkiden izole edilen flavanoidlerdir [77,78]. Yapilan bu ¢alismalara gore

flavanoidlerin inhibisyon ozelligi, aktif bolgedeki bakirla selat olusturabilme

27



kapasitesinden ileri gelmektedir. Mantar tirozinazinin benzoik asit ile inhibisyonu
substrat olarak katekol tercih edildiginde yarigmali inhibisyon, O, kullanildiginda ise
yarismasiz inhibisyon olarak bulunurken ayni enzimin ayni substratlarla siyanid ile
inhibisyonu ise sirasiyla yarismasiz ve yarismali inhibisyonlar mevcut olmustur. Bu
durum enzim molekiili tizerinde iki farkli substrat baglama bolgesinin varlig: ile
tanimlanabilir. Bu bolgelerden ilki fenolik substratlari igeren aromatik bilesikler i¢in
yiksek afinite bulundururken, diger bolge ise oksijen ve metal baglama

fonksiyonlarindan mesul bakir ihtiva eden kisimdir [79,80].

1.3.7. Tirozinazin Saflastirilmasi

Tirozinaz'in baslica Ozelliklerinden biri, bitki dokularinda inaktif bir bigimde
bulunabilme yetenegidir. Fakat, asit-bazlar, iire, poliaminler, anyonik deterjanlar,
proteazlar ve yag asitleri tarafindan aktive edilebilecegi bildirilmistir [81,82].
Enzimin aktif olmayan formunda izole edilebilmesi i¢in aktivasyonunu veya
modifikasyonunu engellemek amaciyla, uygun kosullarda g¢alisilmast gereklidir.
Bitkisel orneklerin, soguk aseton ile toz haline getirilmesi veya amonyum siilfat ile
coktiirtilmesi, bu tiir bir islem i¢in olduk¢a uygun bir yontemdir. Boyle bir islemle
sentezlenen oziitlerde, daha sonra Triton X-114, Triton X-100 veya Tween-80 gibi
iyonik olmayan bir deterjan yardimiyla ve sicaklikla indiiklenmis faza katilma
teknigi olarak adlandirilan bir islemle meydana gelen iki fazdan, sulu fazda enzimin
coziiniirlestirilip diger bilesenlerden ayrilmasi gergeklesmis olur [83]. Bazi bitkisel
oziitlerden tirozinaz bulunduran dokularin homojenizasyonu esnasinda, doku
hasarma baglantili olarak meydana gelen ve fenolik bilesiklerin oksidasyonu ile
ortaya ¢ikan esmerlesme reaksiyonlar1 dolayisiyla olusan ve suda ¢oziiniirligii ¢ok
diisiik olan pigmentler, islem esnasinda sorun olabilir. Bu sebeple diisiik sicakliklarda
calismak, bu sorunu bir Ol¢iide azaltabilir ki sivi azot ortaminda bu tiir bir
homojenizasyon islemi, uygun tampon c¢ozeltiler varliginda gerceklestirilebilir

[83,84].

Asetonile enzimin bitkisel oOziitlerden c¢oktiiriilmesi de oldukca tercih edilen bir

yontemdir ve boyle bir islemle genellikle oldukega yiiksek tirozinaz aktivitesi elde
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edilmistir. Homojenizasyon ¢ozeltisinin  pH degerinden enzimin aktivitesi
etkilenebileceginden, tampon ¢ozeltinin se¢imi de enzimin izolasyonunda 6nem tasir.
Baz1 durumlarda, homojenizasyon c¢ozeltisine, c¢esitli indirgenme-yiikseltgenme
olaylarin1 engellemek ve boylece enzim aktivitesini korumak gerekgesi ile, indirgen
reaktifler ya da enzim inhibit6rleri dahil olabilir. Sodyum azid, askorbik asit,
glutatyon, ditiyotreitol, sistein, sodyum metabisiilfit veya tiyolire gibi c¢esitli
bilesikler bu gerek¢eyle kullanilmistir [85]. Tirozinazin bitki dokularindan
izolasyonu esnasinda, fenolik bilesiklerin  oksidasyonunun ve dolayisiyla
polimerlesmelerinin Oniine gecilmesi amaciyla, ¢ogunlukla ortama, bu fenolik
bilesikleri baglayip ortamdan uzaklastirabilecek ve genel olarak polimerik yapida
olan polivinilpirrolidin, poliamit ve polikaprolaktam gibi bir madde eklenir. Daha
sonra bu polimerik yapi, ortamdan uygun tamponlarla yikama yontemiyle
uzaklastirilarak, fenolik oksidasyonun oOniine gecilmis olur. Bazi durumlarda da
polietilen glikol bu c¢esit oksidasyon islemlerini engellemek amaciyla tercih

edilmektedir [86].

Homojenize edilen enzim ekstrelerinden tirozinaz saflastirilmasi, genellikle
amonyum siilfat veya aseton ile ¢oktlirmeyi takiben, kromatografik basamaklari
icerir. Bu kromatografik islemlerde santrifiijlenip hazirlanan duru ¢ozelti,
dietilaminoetil (DEAE)-Sephadex veya DEAE-selilloz gibi anyon degistiricileri
tizerinde iyon degisim kromatografisi, Sephadex G-100 veya Sephadex G-200
tizerinde jel filtrasyon kromatografisi ve hidrofobik etkilesim kromatografisi
islemlerine tabi tutulur [87]. Kromatografi sonrasinda, tirozinaz bulunduran eliiatlar
birlestirilir ve bazi durumlarda asetonla veya amonyum siilfatla ¢oktiiriilerek
tirozinaz konsantre edilir. Bazi dokulardan tirozinazin saflastirilmasi i¢in bu
kromatografik yontemlerden biri yeterli iken, ¢ogunlukla kombinasyonlar1 bi¢iminde
kullanildiginda, ¢ok yiiksek saflikta enzim saflastirilmast gerceklestirilebilir.
Ornegin, fasulye de ki tirozinaz, DEAE-Sephacel iyon degisim kromatografisi,
ardindan fenil agaroz matriksi iizerine hidrofobik etkilesim kromatografisi ve son
olarak da Sephadex G-100 jel filtrasyon kromatografisi ile tii¢ basamakli

kromatografik yontemler kullanilarak saflastirilmistir [88].
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Gawlik-Dziki ve arkadaslar1 (2007) tarafindan, iki kromatografik yontem sirasiyla
kullanilarak, bir tiir marul tirozinazi, DEAE-Sephadex A-50 iyon degisim
kromatografisi ve Sephadex G-100 jel filtrasyon kromatografisi teknikleriyle
saflagtirmistir [89]. Bir tiir mantar tirozinazi ise, DEAE-seliiloz iyon degisim
kromatografisi ve onun ardindan da hidroksiapatit kromatografisi ile saflastirilmistir
[90]. Ayrica, daha once fenil Sepharose-CL-4B hidrofobik etkilesim
kromatografisiyle tirozinaz, tek basamakta farkli bitki kaynaklarindan saflastirilmistir
[91,92]. Yaygin olarak kullanilan bir yontem olan jel filtrasyon kromatografisi ile de
tek adimda tirozinaz saflastirma islemi, Chazarra ve arkadaslar1 (2001) tarafindan bir
tir maruldan; Xu ve arkadaslar1 (2004) tarafindan bir tiir kestaneden; Erat ve

arkadaslar1 (2006) tarafindan Ferula sp.’den gerceklestirilmistir [93,94].

1.3.8. Bulundugu Yerler ve Onemi

Polifenoller ve tirozinaz bitkilerde ¢ok miktarda vardir. Bunun haricinde
mikroorganizmalarda (Baz1 kiif ve bakterilerde) bilhassa mantarlarda bazi hayvansal
organizmalarda da bulunabilir [95]. Baz1 kabuklu deniz hayvanlarinda da (Kiigiik
karides, beyaz karides, Florida dikenli 1stakoz gibi) tirozinaz enzimin var oldugu
saptanmustir [96]. Bitki hiicrelerinde enzimin lokalizasyonu enzimin tiiriine, enzimin

yasina, meyve ve sebzelerde eriskinliklerine baglidir [97].

Tirozinazlarin dayanikli bitki dokusundaki hiicrelerin protoplazmalarinda kloroplast
ve mitokondri membranlarinda belirlenmis olup, vakuollerdeki tanen, organik asit ve
fenolik maddelerden miiteessir olmadan fizyolojik vazifesini yaptigi saptanmistir
[95,97]. Fakat, doku nedeniyle hiicre bir dis sebepten dolay1 zedelendiginde,
parcalandiginda veya fazla erginlik neticesinde tirozinaz; substratlar1 olan
polifenoller ile etkilesime girip molekiiler oksijen var ise enzimatik kararma
baslamaktadir. Bu durum ¢ok miktarda sebze ve meyvenin hasat edilmesinden
tasima, depolama ve tiiketimine kadar geen siirede gerceklesmektedir. Ayrica

konserve, sikilarak meyve suyu yapimi veya dondurarak saklama gibi teknolojik
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sistemlerin geregi olarak kabuk soyma, dilimleme, ¢ekirdek ¢ikarma, kesme, ezme ve

parcalama veya ¢6zme gibi teknolojik islemlerde ¢ok 6nemli yerleri vardir [95].

1.3.9. Biyolojik Islev ve Tirozinazin Dagihm

Insanlarda, melanin eksikliginde ciltte, sacta ve gozde rahatsiziklara sebep olur.

Albinizm, vitiligo ve melanoma bunlardan birkagidir.

Giintimiize kadar tirozinaz genelikle goriilmistiir. Bunun yanisira, homoloji protein
veri tabanlar1 ve deneysel verilerle yiikselir. Tirozinazlarin bakterilerde de c¢ok
yaygin oldugu saptanmistir [98]. Melaninler bakterilerde tirozinazin en iyi
kanitlanmis fonksiyon olusumudur. Melanin, bir polifenolik pigment, bakteri
sporlarini ve hiicreleri serbest radikallere ve UV radyasyonuna karsi koruma gorevini

tistlenir [99].

1.3.10. Tirozinazlarin Endiistriyel Uygulamalari

Tirozinaz, kagit sanayisinde kagit hamuru yapiminda, tekstil sanayisinde, ¢evre ve
ilag teknolojisinde bazi biyoteknolojik uygulamalar i¢cin ¢ok kullanislidir. Gida
sektoriinde, tirozinaz istenmez, fakat bu enzimlerin kararma etkileri, ¢esit cesit
yararli sebepler ic¢in tercih edilmektedir. Tirozinaz ile ozellikle laktazlarla ilgili
capraz bag biyopolimerleri [100] elde edilebilir. Tirozinazlar bunlarin yanisira
antioksidan ve besin renklendirici biyosentezi [101] gida da farkli 6zellikleriyle
tirozinazlarin uygulamalar1 renk olusmasi cay, kakao, kahve tat gelistirmesini
bulundurur ve seker pancari, askorbik asit tayini, pektin jellesme ve biyosensor

olarak uygulanir ayn1 zamanda sanayide kullanilir [102].

Bu calismada, Giresun yoresinde yetisen 16 ¢esit yenilebilir bitkinin farkli polariteye
sahip c¢oziiciilerdeki ekstrelerinin, bakir indirgeme antioksidan kapasiteleri
(CUPRAC) ve anti-tirozinaz aktivitelerinin spektrofotometrik yontemlerle incelenmesi

amaclanmustir.

31



BOLUM 2. KAYNAK ARASTIRMASI

Ozen, yapmis oldugu calismasinda Karadeniz Bolgesi'nde yetisen yoresel bitkilerin
100 pg/mL konsantrasyonundaki etanollii ekstrelerinin demir indirgeme giictinii
incelemistir. Bitki ekstrelerinin demir indirgeme giicii absorbans degerlerini 0,184-
0,234 arasinda bulmustur. Ayni konsantrasyonda standart antioksidan olarak
kullandigt BHT (Biitillenmis hidroksi toluen)’nin demir indirgeme giiclinii
0,247+0,011 olarak belirlemistir. Calistig1r biitiin bitkilerin antioksidan 6zellik
gosterdigini belirten Ozen, en yiiksek aktivitenin pazi ekstresinin gosterdigini

belirtmistir [103].

Bu calismada ise, CUPRAC indirgeme giicii aktivitesi incelendiginde, metanol-su
ekstrelerde pazt pancart (0,878+0,023), mendek (0,823+£0,0941) ve pancar
(0,754+0,022) ekstrelerinin en yiiksek aktiviteye sahip oldugu saptandi.
Konsantrasyon arttik¢a indirgeme giicii de artmaktadir. Ayni konsantrasyonlarda
standart antioksidan BHT (0,721£0,021) ile karsilastirildiginda pazi pancari

ekstresinin daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu saptanmaistir.

Dietil eterli ekstrelerde CUPRAC indirgeme giicli aktivitesi incelendiginde ise en
yiiksek aktivite (absorbans) degerleri; melocan (0,722+0,049), pancar c¢icegi
(0,697+0,073) ve hosuran ekstrelerinde (0,6895+0,094) saptandi. Konsantrasyon
artis1 ile indirgeme giiciiniin de arttig1 saptandi. Paz1 pancar1 dietil eter ekstresinin
absorbans degeri 0,643+0,045; metanol-su ekstresinin ise 0,878+0,023 oldugu

belirlenmistir.

Sagkal, Giresun yoresinde yetisen bitkiler tizerine yaptig1 enzim inhibisyonu ile ilgili
calismasinda sulu, etil asetatli ve metanollii bitki ekstrelerinin tiimiinde anti-tireaz
aktivitesi saptamistir. Sagkal elde ettigi bulgularin, halk arasinda giinliik tiiketimde
yenilebilen bitkilerin mide ve bobrek ile ilgili hastaliklarda, geleneksel kullanimi i¢in
bilimsel olarak destekler nitelikte oldugunu bildirmistir. Calismasindaki diger bitkiler
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icerisinde yiiksek tireaz inhibitor etkisi gosteren pazi, mendek, yayla pancari,
karalahana ve cali ¢ilegi bitkilerinin sulu, etil asetatli ve metanollii ekstrelerinin
yiiksek tireaz inhibitor etkisi gostermesinin, bu bitkilerin bobrek rahatsizliklarinda ve
mide enfeksiyonlarinin baslica nedeni olan Helicobacter Pylori’yi inhibe etmesi i¢in
ditretik olarak degerlendirilebilecegini  bildirmistir. Karalahana bitkisinden
hazirlanan metanollii ve etil asetatli ekstrelerinin de yiiksek oranda anti-lireaz
aktiviteye sahip oldugunu saptamistir (ICso= 0,0009 £+ 0,00002 - 0,0032 + 0,0038)
[104].

Bu calismada ise; bitkilerin metanol-su ve dietil eterli ekstrelerinin her ikisinde de iyi
oranda anti-tirozinaz aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Dietil eterli bitki
ekstrelerinin arasinda en yiiksek anti-tirozinaz aktiviteyi giiciikdene (ICsp=
0,013+0,0008 uM) bitkisinin; en diisiik anti-tirozinaz aktiviteyi ise mendek bitkisinin
(ICso= 0,087£0,0081 uM) gosterdigi gozlendi. Metanol-su bitki ekstrelerinin
arasinda en yiiksek anti-tirozinaz aktiviteyi kaldirik (ICso= 0,017+0,002 uM) bitkisi,
en disiik aktiviteyi ise kuzukulagi bitkisinin (ICso= 0,071£0,003 uM) gosterdigi

gozlendi.

Calay, enzim inhibisyonu ile yaptig1 ¢alismasinda sulu ve etil alkolli ekstrelerinde
yiksek tirozinaz inhibisyon etkisi gosteren kiraz, greyfurt, karadut, sarimsak ve
havug gibi bitkilerin deri rahatsizliklarinda bitkisel ila¢ olarak kullaniminin uygun

olacagini ileri siirmiistiir [ 104].

Calismamizda enzim inhibisyonu bulgularimizda, metanol-sulu ve dietil eterli
ekstrelerde yiiksek tirozinaz inhibisyon etkisi gosteren giiciikdene ve kaldirik gibi
bitkilerde gozlemleyerek, Calay’in varimina dayanarak deri rahatsizliklarinda bitkisel

ilac olarak kullaniminin uygun olacagini sdyleyebiliriz.
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BOLUM 3. MATERYAL VE YONTEM

Giresun yoresinde yetisen bazi bitkilerin, bakir indirgeme antioksidan kapasiteleri

(CUPRAC) ve anti-tirozinaz enzim inhibisyonlarinin incelenmesi amag¢lanmustir.

Arastirma materyali 2017-2018 yillar1 arasinda degisik vejetasyon donemlerinde
(¢iceklenme, meyvelenme ve tohumlanma vs.) toplanan bitkilerdir. Bitki 6rnekleri en
az ikiser adet olmak iizere ¢igek ve meyve gibi kisimlarinin tizerinde bulunmasina
dikkat edilerek toplanmistir. Toplanan bitkiler modern sistematik kurallara uygun
olarak [105] herbaryum materyali haline getirilmistir ve Giresun Universitesi Fen

Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Herbaryumu (GRUH) na yerlestirilmistir.

Bitkilerin teshisleri, Davis’in (1965-1985) [106] editorligtinde yayinlanmis olan
“Flora of Turkey and the East Aegean Islands 1-9”, “Flora of Turkey and the East
Aegean Islands (suppl. 1), Vol 10” ve “Flora of Turkey and the East Aegean Islands
(suppl. 2) Vol 11~ flora kitaplar1 basta olmak iizere, “Ingilizce — Tiirkce Botanik
Klavuzu” [107] adl1 sozliik kullanilmistir. Ayrica teshis edilen bitkilerin kontroliinde
Giresun Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boéliimii Herbaryumu
(GRUH)’ndan yararlanilmistir. Flora listesinde taksonlar, Tiirkiye Florasi [106]
Davis’in (1965-1985)’deki filogenetik siraya uygun bi¢cimde siralanmistir.  Otor
isimleri Tiirkiye Florasi’ndaki sekliyle verilmistir. Orneklerin familya adlar1 koyu,

tiir adlan italik ve koyu yazilmstir.

Toplanan materyaller, demirbas tespiti yapmak {izere 1001°den baglayarak
numaralandirilmistir. Bitkilerin hangi bitki cografyast bolgesine ait oldugunun ve
endemik olup olmadiginin tespiti i¢in “Flora of Turkey and the East Aegean Islands
1-9 7 [106], “Flora of Turkey and the East Aegean Islands (suppl. 1), Vol 10 [108]”
ve “Flora of Turkey and the East Aegean Islands (suppl. 2) Vol 11 (Giiner vd.
2000)”, “Flora Orientalis” (Boisser 1867-1884) ve Index Kewensis (1895)

kullanilmistir.
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Karalahana (Brassica oleracea) bitkisi Haziran 2017°de toplanmistir. Herbaryum
numarasi, Turkmen 62 (GRUH).

Pancar Cicegi (Beta vulgaris) bitkisi Ekim 2017°de toplanmistir. Herbaryum
numarasi, Turkmen 105 (GRUH).

Sakarca (Ornithogalum wumbellatum) bitkisi Mayis 2017’de toplanmistir.
Herbaryum numarasi, Turkmen 51 (GRUH).

Melocan (Smilax excelsa L.) bitkisi Mayis 2017°de toplanmustir. Herbaryum
numarasi, Turkmen (GRUH).

Kaldirik (Trachystemon orientalis 1..) G. DON bitkisi Nisan 2017°de toplanmustir.
Herbaryum numarasi, Turkmen 45 (GRUH).

Kuzukulagr (Rumex acetosellal..) bitkisi Temmuz 2017’de toplanmustir.
Herbaryum numarasi, Turkmen 74 (GRUH).

Cah Cilegi (Vaccinium myrtillus L.) bitkisi Temmuz 2017°de toplanmustir.
Herbaryum numarasi, Turkmen 81 (GRUH).

Hosuran (Amaranthus retroflexus L.) bitkisi Temmuz 2017°’de toplanmustir.
Herbaryum numarasi, Turkmen 92 (GRUH).

Isirgan (Urtica dioica L.) bitkisi Agustos 2017°de toplanmistir. Herbaryum
numarasi, Turkmen 97 (GRUH).

Ezeltere (Pimpinella anisum L.) bitkisi Agustos 2017°de toplanmistir. Herbaryum
numarasi, Turkmen 98 (GRUH).

Mendek (Aegopodium podagraria L.) Dbitkisi Mayis 2017°de toplanmustir.
Herbaryum numarasi, Turkmen 55 (GRUH).

Paz1i Pancar1 (degopodium podagraria L.) bitkisi Mayis 2017°de toplanmustir.
Herbaryum numarasi, Turkmen 55 (GRUH).

Giiciikdene (Polygonum bistorta L.) bitkisi Temmuz 2017°de toplanmustir.
Herbaryum numarasi, Turkmen 85 (GRUH).

Pancar (Capsella bursa-pastoris 1..) MEDIK. bitkisi Kasim 2017°de toplanmustir.
Herbaryum numarasi, Turkmen 107 (GRUH).

Ayr Kulagr (Arum maculatum L.) Nisan bitkisi Mayis 2017°de toplanmustir.
Herbaryum numarasi, Turkmen (GRUH).

Kabalak (Tussilago farfara L..) Mart bitkisi Nisan 2017°de toplanmistir. Herbaryum
numarasi, Turkmen 44 (GRUH).
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3.1. Materyal

3.1.1. Deneylerde Kullanilan Cihazlar

Buzdolab1

Destile Su Cihaz1

Etiv

pH Metre

UV-VIS Spektrofotometre
Terazi

Vorteks

Hassas Terazi

Su Banyosu

Otomatik Pipetler

3.1.2. Deneylerde Kullanilan Kimyasal Maddeler

: Argelik

: Niive-NS-108
: Binder

: Butech

: T80+PG Instruments
: Schimadzu AUx220
: Velp Scientifica

: Sartorius
: Memmert

: Brand Pipetleri

Tiim deneylerde, MERCK veya SIGMA f{irtinler kullanildi.

3.1.3. Deneylerde Kullanilan Bitkiler

Antioksidan aktivitesi tayinininde sirasiyla karalahana, pancar ¢igegi, sakarca bitkisi,

melocan, kaldirik, kuzukulagi, cali ¢ilegi, hosuran, 1sirgan, ezeltere (anason), pazi

pancari, mendek, giiciikdene, pancar, ayikulagi ve kabalak bitkileri kullanildi.

Giresun yoresindeki bazi koylerden toplanan veya pazarlardan temin edilen bitki

materyalleri yikandi, destile sudan gegirildi ve serin bir yerde kurutuldu.
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3.1.3.1 Karalahana

Yoresel Adi: Pancar

Bilimsel Adi: Brassica oleracea

Resim 2.1 Karalahana Bitkisi [145].

Karalahana (Brassica oleracea L. var. acephala), sar1 veya beyaz cigekli, iki yillik ve
cok uzun yillik, genel olarak Akdeniz cevresi iilkelerinde yetistirilmekte olan soguk
mevsimlerin sebzesidir. Killi, derin, serin ve kuvvetli topraklarda yetisebilirler.
Azotlu giibrelere ¢ok ihtiya¢ duyarlar. Kolay gobek baglamasi, kisa dayanikli
olabilmesi ve kendine has lezzeti olmasi i¢in ¢ok miktarda potasyuma ihtiya¢ duyar
[109]. Lahana tiirleri zayiflamak isteyen kisiler i¢cin birebirdir ¢linkii kalori degeri
cok diisik miktardadir. Cesitli tiirleri bulunan lahana sebzesi, besinsel degeri yiiksek
olan kalsiyum, magnezyum, fosfor, potasyum ve demir gibi elementleri yapisinda

bulundurdugu i¢in ¢okca tiiketilmektedir [110,111].

Faydalari: Lahananin romatizma ve seker rahatsizlig1 olanlar i¢in ¢ok yararli oldugu
bilinmektedir. Yapisinda bulundurdugu kiikiirt ve vitaminler ile kani derinlemesine
temizleyip cildi giizellestirdigi, ¢ok miktarda idrar soktiirdiigti, tohumlarinin kurt
distirticii oldugu ve viicuttaki suyu ve zehirli toksinleri idrarla disar1 attig
bildirilmistir. Yalnizca lahana ¢esitlerinde bulunan ve U vitamini olarak tanimlanan
vitamin, mide ve bagirsaklarin i¢ yiizeyini korur ve midede olusan yaralarin

iyilesmesinde ve diizelmesinde biiyiik rol oynar [109].
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3.1.3.2. Pancar Cicegi

Bilimsel Adt: Beta vulgaris, Beet, Betterave

Resim 2.2 Pancar Cicegi Bitkisi [145].

Ispanakgiller familyasindan, iki yillik otsu bir bitkidir. Ilk yil yalnizca rozet
yapraklar1 vardir ve heniiz ¢icek agmasi icin ¢ok erkendir. Ikinci y1l boyu 20-50
cm’yi bulan fazlaca uzun boylu bir bitki olur. Tepedeki ¢igekleri salkim bigiminde
topluca hepsi birlikte ve renkleri yesildir. Koklerinin ufak bir kismi disaridan
goriintir. Dig1 sarimst beyaz, i¢i beyaz renkte, silindir seklinde baslar ve koni seklini

alir [145].

3.1.3.3. Sakarca

Yoresel Adi: Cokiilce

Bilimsel Adt: Ornithogalum umbellatum

Resim 2.3 Sakarca Bitkisi [145].
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Ornithogalum tiirleri, genellikle ciplak, skapuslu ve soganli ¢ok yillanmis otsu
bitkilerdir. Tibbi ve maddi degerleri vardir [108]. Bu familya yumrularinin ve baska
parcalarinin gastrointestinal sistemi ve kalbin ritmini ciddi ve olumsuz sekilde
etkileyen bazi bilesikler (konvallotoksin ve diger glikozitler) ve sponinler igerdigi
bilinmektedir. Tiir hem insanlarda hem de hayvanlarda zehirlenmelere ve
rahatsizliklara sebep olmaktadir. Eski zamanlardan bu zamana kadar yumrulari
kusturucu ve ¢iban agici olarak kullanilmistir. Pismis veya taze yumru ¢ibanin ¢iktigi

yere sarilir ve ¢ibanin bilyliyiip erisip agilmasini saglar [113,114].

3.1.3.4. Melocan

Yoresel Adlari: Mereveen, Diken Ucu, Ozdiken, Silcan, Melvocan

Bilimsel Adi: Smilax excelsa

Resim 2.4 Diken Ucu Bitkisi [145].

Diken ucundan meydana gelen bir bitki olan melocan dogal ortamlarda
yetismektedir. Yapraklar1 u¢ siirgiinii yenir. Meyvelerinde seker, tanen, nisasta,
saponin ve rec¢ine bulunmaktadir. 1-2 metreye kadar biyiiyebilen kokleri
bulunmaktadir. Merticen bitkisinin kok kismi kaynatilip balla tatlandirilip i¢ilmesi
aligkanlik edilirse terletici, idrar soktiiriicii, kan temizleyici ve idrar soktiiriicii

Ozelligi vardir ve kaynatilip i¢ildiginde frengi ve sedef hastaligina sifa
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oldugu bilinmektedir (Kaledibi Koyii). Meriicenin korpe dikensiz filizleri haslanip
kavurularak ve konserve yapip kis aylarinda kavurmasi yapilarak yenilmektedir

[115].

Faydalari: Halk hekimliginde, gogtis kanseri, mide agrisini iyilestirmede [116]

hazmi ve sindirimi kolaylastirmada kullanilmaktadir [117].

3.1.3.5. Kaldirik

Yoresel Adlari: Hodan, Ispit

Bilimsel Adt: Trachystemon orientalis

Resim 2.5 Kaldirik Bitkisi [145].

30-40 cm yiikseklikte, ¢ok yillik otsu bir bitkidir. Yapraklar1 sert tiiylii ve
ciceklerinin rengi mavidir. Kuzey Anadolu Bolgesinde kayin ormanlari altinda
fazlaca yetismektedir. Tanen, ugucu yag, nitrat tuzlari, miisilaj, saponin ve recine

tasimaktadir [118].
Faydalari: Halk arasinda idrar arttirici, kan temizleyici, yumusatici ve ates diisiiriicli

[118,117] ozellikleri bilinmekte olup gogiis kanserinde, mide agris1 ve gaz

gidermede [116] kullanilmaktadir.
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3.1.3.6. Kuzukulag:

Yoresel Adlart: Labada, Eksimik, Tursuotu

Bilimsel Adi: Rumex acetosella

Resim 2.6 Kuzukulag: Bitkisi [120].

Polygonaceae ailesinden, kirmizi dik ve tiiysiiz gévdeli 15-40 cm boyunda ¢ok yillik
bir bitkidir. Nemli kirlarda dogal olarak yetisir. Ok bigiminde tiiysiiz yapraklari ve
pembemsi renkli c¢igekleri vardir [121]. Fazla sayida oksalik asit iceren eksi

yapraklari salata olarak yenir.

Faydalari: Halk arasinda yapraklarindan hazirlanan lapalar ¢iban iyilestirmesinde
kullanilir. K6klerinden yapilan ilaglar kuvvet verici, istah agic1 ve miishil olarak da
kullanilir [122].

3.1.3.7. Cal Cilegi

Yoresel Adt: Cileklik

Bilimsel Adt: Vaccinium myrtillus

Resim 2.7 Cali Cilegi Bitkisi [123]
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Vaccinium myrtillus, Karadeniz Bolgesi’nin dogu kesimi baslica olmak iizere yoresel
olarak cok degisik isimlerle bilinen tiziimsii bir meyvedir. Organik madde ve
asitlerce bol bulunan topraklari bulunan iliman iklimlerde yetisebilen tiztimst bir
meyvedir. Turkiye’de 40-42 °C Kuzey enlemleri arasinda kalan biiyiik bir kismini
Karadeniz Bolgesi’nin olusturdugu alandaki tercihen yiiksek rakimli, organik
maddece zengin ve asitli topraklarda ¢ok daha kolay sekilde yetisebilmektedir [124-
129].

Faydalari: idrar yolu enfeksiyonlarinda antibiyotik olarak kullanilmaktadir. Viicudu
kanserden koruyan enzimleri ¢alistirdigi, damarlarda yag birikiminin Oniine gegme
ozelligine sahip oldugu, yagl bilesiklerin viicuttan disar1 atilmasin1 kolaylastirdig:
bilinmektedir. Kan sekerini ve kolesterolii en aza indirme egilimi gosterdigi, bagirsak
metabolizmasin1  diizene soktugu, damar sertligi olusumunun Oniine gectigi
saptanmistir [125]. Cali c¢ilegi igerigi antioksidan bakimindan en zengin olan
meyvelerden biridir. Ozel olarak beyin fonksiyonlar: iizerine &nemli derecede
olumsuz etkiye sahip olan Alzheimer hastaliginin 6niine gecilmesi tizerine 6nemli bir

etkisi oldugu tanisina varilmistir [126].

3.1.3.8. Hosuran

Yoresel Adlari: Koskiran, Horoz ibigi

Bilimsel Adt: Amaranthus retroflexus

Resim 2.8 Hosuran Bitkisi [145].

Yapraklar1 sebze gibi yenebilen, kendi kendine humuslu topraklarda yetisip
olgunlagan bir yillik bitkidir. Hosuran 6zel olarak ekilip yetistirilen bir bitki
olmamakla beraber oOnceki yillarin gabalarindan dokiilen tohumlardan ¢ikar ve

yetisir. Ciktig1 arazi surtliip islenen verimli bir araziyse, giizel yetisirler ve tazecik
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olurlar. Bu bitkinin romatizmaya kars1 etkili oldugu bilinmektedir [130].

3.1.3.9. Isirgan

Bilimsel Adi: Urtica diocia / urens

Resim 2.9 Isirgan Bitkisi [145].

Cok yillik otsu bir bitkidir. Sap1 dort koseli, dik, 150 cm kadar uzayan, siiriingen ve
cok dallidir. Yapraklar karsilikli, eskenar, yiirek-mizrak seklinde dislidir. Sap ve
yapraklar1 yakici tiiylerle kaplidir. Cigekler ufak, yesil, tek cinsiyetli, u¢ yaprak
koltuklarinda piiskiil gibi toplu haldedir [132].

Faydalari: Son zamanlarda ¢ok yaygin olan kanser hastaligmi onleyici etkileri
oldugu saptanmistir [133]. Tohum ve yapraklar1 egzama, apse, yara, basur, karaciger
yetmezligi, i¢ hastaliklari, diyabet, deri enfeksiyonlari, romatizmal agrilar, kanser ve
burun kanamalar1 gibi birden ¢ok rahatsizligin tedavi edilmesinde tercih
edilmektedir. Ayrica, prostat, mide-bagirsak tiimorleri, 6zefagus kanseri

tyilestirmesinde de kullanilmaktadir [134].

3.1.3.10. Ezeltere

Yoresel Adlart: Anason, Enison, Mesirotu

Bilimsel Adt: Pimpinella anisum

Resim 2.10 Ezeltere (Anason) Bitkisi [135].
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Yurdumuzda yaygin olarak biiyiiyen ve kullanilmakta bir bitki olan anason (P.
anisum); Anadolu’da yaygin olarak yetisen Apiaceae familyasindan aromatik bir
bitki olup; ¢ok eskilerden bu zamana kadar ¢icek, yaprak ve tohumlarindan sedatif,
antispazmodik, antiseptik, antifungal, tonik, antidepresan olarak kullanilmaktadir.

Hepatoprotektif etkileri oldugu da diistiniilmektedir [132].

3.1.3.11. Paz1 Pancan

Yoresel Adi: Pezik

Bilimsel Adt: Beta vulgaris L. var. cicla

Resim 2.11 Paz1 Pancar1 [141].

Paz1 ¢ok fazla besleyici bir sebze c¢esididir. Yapisinda asir1 miktarda sodyum
bulunur. Kalorisi diisiik olan pazi bitkisi mineraller yoniinden olduk¢a yoksun bir
bitki olmasina ragmen askorbik asit (C vitamini) yapisi bakimindan oldukca
zengindir [133,134]. Yiiksek miktarda sodyum bulunduran pazi yapraklar1 bununla
dogru orantili olarak A vitamini de bulundurmaktadir. Sodyumun yani sira pazi
yapisinda kalsiyum, fosfor, magnezyum, demir ve potasyum da bulunmaktadir.
Ayrica pazi igerisinde palmitik, sitrik, oleik (Omega-9), linoleik asit (Omega-6) gibi
ucucu yag asitleri, folik asit, pektin, askorbik asit, fosfolipit, glikolipit ve
polisakkaridler de bulunmaktadir [135].

3.1.3.12. Mendek

Yoresel Adi: Baldiran
Bilimsel Ad1: Aegopodium podagraria
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Resim 2.12 Mendek Bitkisi [145].

Cok yillik bir bitki olan mendek i¢i bos, dik bir govdeye sahiptir. Ta¢ yapraklar
beyaz ya da bazen pembemsidir. Taneleri enlemesine silindiriktir. Yan ve arka

cizgileri ipliksi; yanlar1 ¢ikintilidir [121,140].

3.1.3.13. Giiciikdene

Yoresel Adlari: Kurtpengesi, Ciyancik, Kurttirnagi
Bilimsel Ad1: Polygonum bistorta

Resim 2.13 Giiciikdene Bitkisi [141].

Polygonaceae familyasina ait cinsi olup lilkemizde tibbi amacla tercih edilen ve
dogal olarak yayilim gosteren 33 cinsi bulumaktadir [142]. Polygonum tiiriiniin bazi
cinsleri geleneksel sagaltimda kullanilmakla beraber P. bistorta’nin kurutulmus kok
ve rizomlarinin antitiissif ve antimikrobiyal yonleri oldugu saptanmistir [ 143]. British
Herbal Farmakopede dergisinde ise antidiyaretik ve antienflamatuar etkilere sahip

oldugu bildirilmistir [144].

3.1.3.14. Pancar

Yoresel Adlari: Kus Pancari, Cobangantasi, Kus Ayagi Pancari
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Bilimsel Adi: Capsella bursa-pastoris L.

Resim 2.14 Pancar Bitkisi [146].

Boyu 55 cm kadar uzayabilen, tek yillik bir bitkidir. Sap1 diizgiin, yukar1 kismindan
dallanmis olup yapraklart saplidir. Tohumlar1 elips seklinde olup rengi sari-
kahverengidir [132]. Halk hekimliginde kurt diistirticii, kan temizleyici, bagirsak
yumusatici, yaralarin iyilesmesini ve onarilmasini hizlandirici, egzama ve goz
iltihabim iyilestirici [147]; kabizlik onleyici ve idrar soktiiriicti [147] olarak ve

diyabette [149] kullanilmaktadir.

3.1.3.15. Ay1 Kulagi

Yoresel Adi: Nivik
Tiirkiye Geneli Adi: Tirsik pancari, Yilan Dili, Yilan Otu, Ay1 Kulagi, Yilan Bicag,
Yilan Yastigi, Kabargan

Bilimsel Ad: Arum maculatum

Resim 2.15 Ay1 Kulagi [145].

Nivik, 6zel olarak ekilip yetistirilen bir bitki olmamasmin yanisira 6nceki yilin
ciceklerinden diisen tohumlardan elde edilir. Ciktig1 arazi siiriiliip islenen verimli bir

araziyse, daha giizel yetisirler, daha verimli ve taze olurlar.
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Karadeniz bolgesinde yaygin olarak ekilip bigilen kirlarda ve tarlalarda kendi
kendine dogal olarak biiyiirler. Bu niviklerin 2 tiirii bulunmaktadir. lki bitkinin
yapraklar1 en ve boy olarak biraz daha ufak tiiketilen tiirii, ikincisi ise tiiketilmeyen
yapraklar1 en ve boy olarak biiyiik olan zehirli 6ldiiriicii ve zehirleyici bir tiirdiir.

Nivik belirli zamanlarda yapraklarinin taze oldugu zamanlarda toplanmaktadir.

Kaynama esnasinda ¢ikan yesil kopiikler alinir. Yesil kopiikler otun zehrinin etkisini
gostermektedir. Tiiketilirken ¢ok fazla cignememeye dikkat edilir ¢iinkii bitkinin
zehri bogaza gidiklama gibi bir hissiyat birakir ve damaklardada hissedilir.
Kahramanmarag civarinda bu bitkinin ¢orbasi yapilmkatadir ve ismi de Tirsik

Corbasidir.

Yore Yemekleri: Kavurmasi yapilir (Genel olarak igine misir ekmegi dogranarak

yogurt ilavesi ile yenilmektedir) [149].

3.1.3.16. Kabalak Otu

Yoresel Adlari: Oksiiritk Otu, Devetabani, Kusut, Sulandik otu

Bilimsel Adt: Tussilago farfara

Resim 2.16 Kabalak Otu [141].

Cok yillik, rizomlu, 40 cm’ye kadar uzayabilen otsu bir bitki tiiriidiir. Rutubetli ve
nemli yerlerde, ormanlik alanlarda, dere kenarlarinda yaygin olarak yetisir. Karlarin
erimesiyle beraber bitkinin 6nce bal kokusunda sar1t cicekleri bulunmaktadir.
Cigeklerin solmasi sonrasinda iri yesil yapraklar acar. Bu yapraklar zaman zaman

semsiye olarak kullanilabilecek kadar biiytiyiip yetisirler.

Yapraklarinin alt ylizii beyaz, iist ylzii yesil ve tiiylidiir. Yoresel olarak oksiiriik
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tedavilerinde tercih edildigi bilinmektedir [146].

3.2. Yontem

Calismada kullanilacak olan bitkiler, mevsime bagli olarak Giresun Ilinin
koylerinden toplanacak veya semt pazarlarindan temin edilecektir. Toplanan bitki
numuneleri saf su ile yikandiktan sonra laboratuvar sartlarinda kurutularak
ogiitillerek toz haline getirilecektir. Her bitki numunesinden belirli gramajlarda
alinarak farli ¢oziictilerle ekstraksiyonlar1 yapilacaktir. Ekstraksiyon sonrasinda
ornekler Whatman kagidiyla siiziilecektir. FElde edilen stiziintiilerin rotary
evaporatorde ¢oziiclileri ucurularak bitki ekstreleri elde edilecektir. Elde edilen
ekstreler antioksidan ve inhibisyon aktivitesi inceleninceye kadar +4 °C’de
saklanacaktir. Calismalar i¢in her bir ekstrenin stok ve standart ¢o6zeltileri
dimetilsiilfoksitte (DMSO) hazirlanacaktir. Hazirlanan bu ¢ozeltiler, ayni ¢oziicii ile
farkli konsantrasyonlara seyreltilerek aktiviteleri incelenecektir. . CUPRAC yo6ntemi,
Ozyiirek ve arkadaslar1 [148]; anti-tirozinaz aktivitesi ise Vanni ve arkadaslarinin

[147] yontemlerine gore spektrofotometrik olarak tayin edilecektir.

3.2.1.1. Metanol-Su Ekstrelerinin Hazirlanmasi

Her bitkiden 20’ser gram almarak 100 mL metanol, 100 mL su ilave edilerek
calkalamali su banyosuna konuldu. 24 saat bekletildikten sonra bez yardimiyla
stiziilerek ¢6ziicliniin uzaklasmasi i¢in bir siire bekletildi. 40 °C’de etiive kurumasi

i¢in birakildi.

3.2.1.2. Dietil Eter Ekstrelerinin Hazirlanmasi

Her bitkiden 20’ser gram alinarak bitkiye 200 mL dietil eter ilave edilerek
calkalamali su banyosuna konuldu. 24 saat bekletildikten sonra bez yardimiyla
stiziilerek ¢oziicliniin uzaklasmasi i¢in bir siire bekletildi. 40 °C’de etiive kurumasi

i¢in birakildi.

Hem antioksidan hem de enzim inhibisyon aktivitesi tayininde bitkilerin farkl
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coziiciilerdeki ekstrelerinin farkli konsantrasyondaki cozeltileri hazirlandi. Bunun
icin oOncelikle stok cozeltileri hazirlandi. Hem metanol-su, hem dietil eter bitki
ekstrelerinden stok ¢ozelti (1000 pg/mL) hazirlamak i¢in 0,0020’ser gram alinip 2
mL dimetilsiilfoksit (DMSO)’te ¢oziilerek hazirlandi. Daha sonra ayni ¢oziiciiyle

farkli konsantrasyonlara seyreltildi.

3.2.1. Anti-tirozinaz Aktivite Tayini

Hazirlanan farkli konsantrasyondaki c¢ozeltilerden Vanni ve ark.’nin tirozinaz
inhibitor aktivitesi yontemine gore spektrofotometrik olarak tayin edildi [147]. Tiim
bitki ekstreleri ve standart madde (kojik asit), DMSO ile 0,00001-0,01 pg/mL
konsantrasyon araliginda c¢alisildi. 40 U tirozinaz igeren ¢ozeltiden 10 pL alindi,
tizerine 20 uL 1,5 mM L-tirozin substrati ile 10 uL bitki ekstresi eklendi. Standart
inhibitor olarak kojik asit kullanildi. Kontrol olarak bitki ekstresi yerine destile su
eklendi. Daha sonra 110 pL 0,1 M sodyum fosfat tamponu (pH 6,5) ilave edildi ve
10 dakika 37 °C’de inkiibasyon yapildi. 490 nm de kore karsi absorbans degerleri

okundu.

Deneyler 3 kez tekrarlanarak ortalama ve standart sapmalar1 hesaplandi. Bitki
ekstrelerinin tirozinaz enzimi {izerindeki % inhibisyon degerleri asagidaki formiilde

yerine konularak hesaplandi.

% Inhibisyon=[(A490 kontrol = A490 srmek ) / A490 kontrol ] X 100

Axontrol : Kontrol ¢ozeltisinin 490 nm’de suya kars1 absorbans degeri.

A smek : Ornek ¢ozeltisinin 490 nm’de suya kars1 absorbans degeri.

Tirozinaz enziminin ICsy degeri (Enzimin % 50 inhibisyon etkisi gostermesi igin
gerekli olan madde miktar1) absise konsantrasyon, ordinata % inhibisyon degerleri
uygulanarak ¢izilen egrinin lineer kismindan elde edilen regresyon denkleminden

hesaplandi.
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3.2.2. CUPRAC Indirgeme Giicii Yontemi fle Antioksidan Kapasite Tayini

Bakir (II) indirgeme kapasitesine dayanarak, toplam antioksidan miktarii 6l¢itimiine
dayali bir yontemdir. Kromojenik bir redoks reaktifi olan bis(neokuproin)-bakir(Il)
klortir kullanilarak, hem hidrofilik hem de lipofilik toplam antioksidan miktari
kolaylikla tayin edilebilir. Hazirlanan c¢ozeltiye, antioksidan igerigi belirlenecek
numune almip ¢ozeltiye ilave edilir. Olusan sar1 renkli ¢ozelti, spektofotometre
cihazina konulur ve sar1 rengin siddetine gore besinlerdeki antioksidan miktari
belirlenmis olur. Bu yontemle, kisa siirede dogru sonuclar almanin yanisira analiz
sirasinda laboratuvar ortam sartlart (nemi 1sik, 1s1) etkisi olmadan Olgiimlerin

gergeklestirilebilmesi diger yontemlere gore avantajlidir [148].

Bitki orneklerinin CUPRAC aktivite tayini Ozyiirek ve arkadaslarmin gelistirdigi
metoda gore yapildi. Bitki ekstreleri ve BHT (standart antioksidan), DMSO
kullanilarak 25-100 pg/mL araligma seyreltildi. 250°ser pL. Cu (II) kloriir, susuz
alkolde hazirlanmis neokuproin ve sulu amonyum asetat tamponu (pH: 7,0) deney
tiiptine alinip vortekste karistirildiktan sonra tizerine tayin edilecek bitki ekstresi veya
BHT c¢ozeltisi ilave edildi. Oda sicakliginda 30 dakika karanlikta bekletilip,
icerisinde antioksidan bulunmayan kor deneye karst 450 nm’de absorbanslar

okundu. Sonug, absorbans - konsantrasyon tablosu olarak yorumlandi [148].
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BOLUM 4. ARASTIRMA BULGULARI

Bu ¢alismada Giresun yoresinde yetisen bitkilerin bakir indirgeme giicti (CUPRAC)

ve anti-tirozinaz enzim aktiviteleri incelendi.
4.1. Anti-Tirozinaz Aktivite Tayini Sonuclari

Dietil eterli bitki ekstrelerinin arasinda en diisiik anti-tirozinaz aktiviteyi giiciikdene
(ICso= 0,013%0,0008 png/mL) bitkisi, diger bitkilere gore daha yiiksek anti-tirozinaz
aktiviteyi ise mendek bitkisinin (ICsp= 0,087+0,0081 pg/mL) gosterdigi gozlendi.
Standart tirozinaz inhibitoérii olan kojik asit (ICso= 0,097+0,00371 pg/mL) ile
kiyaslandiginda, bulmus oldugumuz degerlerimizin daha giizel sonuglar verdigine

rastladik.
Metanol-su bitki ekstrelerinin arasinda en diisiik anti-tirozinaz aktiviteyi kaldirik
(ICso= 0,017£0,002 pg/mL) bitkisi, diger bitkilere gére daha yiiksek anti-tirozinaz

aktiviteyi ise kuzukulag bitkisinin (ICso= 0,071+0,003 pg/mL) gosterdigi gozlendi.

Tablo 4.1. Bitkilerin dietil eterli ve metanol-su ekstrelerinin anti-tirozinaz aktivitele degerleri.

Anti-tirozinaz Aktivite
Bitki Ad1 ICs9 (ng/mL)*
Dietil eter Metanol-Su
Karalahana 0,053+0,0021 0,023+ 0,003
Pancar ¢igegi 0,06+0,002 0,032 +0,002
Sakarca 0,065+0,0011 0,05+0,002
Melocan 0,034+0,0047 0,027+0,002
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Kaldirik 0,041+0,0023 0,071+0,003

Kuzu kulag: 0,041+0,0016 0,017+0,002

Cali ¢ilegi 0,068+0,0040 0,03+0,002
Hosuran 0,048+0,0033 0,031+0,002
Isirgan 0,040+0,0022 0,079+0,094
Ezeltere 0,034+0,0047 0,031+0,003
Paz1 pancari 0,054+0,0023 0,030+0,002
Mendek 0,013£0,0008 0,032+0,002
Giiciikdene 0,087+0,0081 0,034+0,003
Pancar 0,053+0,0021 0,023+0,003
Ayikulagt 0,028+0,0010 0,066+0,003
Kabalak 0,081+0,0074 0,021+0,003

*Ortalama + Standart sapma

4.2. CUPRAC Indirgeme Giicii Tayini Sonuclar:

Bitki ekstrelerinin bakir indirgeme giicli, konsantrasyona karsi absorbans tablosu

olarak degerlendirildi ve BHT ile aktiviteleri karsilastirildi. Bu degerler Tablo 4.2°de

verildi.

CUPRAC indirgeme giicii aktiviteleri (absorbans degeri), metanol-su ekstrelerde;
pazt pancart (0,878+0,023), mendek (0,823+0,0941) ve pancar (0,754+0,022)
bitkilerinin en yiiksek aktiviteye sahip oldugu rastlandi. Konsantrasyon arttikca
indirgeme giicii de artmaktadir. Bizim calismamizda BHT’ den pazi pancari

bitkisinin aktivitelerinin daha giizel sonuglar verdigi gézlemlenmistir.
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CUPRAC indirgeme giicii aktivitesi, dietil eterli ekstrelerde; melocan (0,722+0,049)
ve pancar ¢icegi (0,697+£0,073) ve hosuranda (0,6895+0,094) absorbans degerlerinin
en yiiksek oldugu goriildi. Konsantrasyon arttikca indirgeme giicliniinde arttigi

gozlenmistir.

Paz1 pancar1 bitkisi apolar ¢oziici olan dietil eterli ekstrede 0,643+0,045
absorbanslarini verirken, polar ¢6ziicii olan metanol-suda 0,878+0,023 absorbans

degerlerini gostermistir.

Tablo 4.2. Bitki Ekstrelerinin CUPRAC Indirgeme Giicii Antioksidan Aktiviteleri

indirgeme Giicii Absorbans Degeri*

Bitki Ad1 Dietil eter Metanol-su
0,399+0,332 0,499+0,018
Karalahana 0,438+0,013 0,575+0,017
0,510+0,051 0,671£0,018
0,672+0,086 0,754+0,022
0,410+£0,012 0,425+0,018
Pancar Cicegi 0,453+0,008 0,47+0,016
0,535+0,069 0,604+0,012
0,697+0,073 0,645+0,018
0,365+0,067 0,576+0,0026
Sakarca 0,430+0,041 0,612+0,013
0,503+0,013 0,679+0,015
0,641+0,033 0,753+£0,016
0,397+0,069 0,429+0,024
Melocan 0,427+0,059 0,502+0,018
0,592+0,0226 0,559+0,021
0,722+0,049 0,638+0,023
0,404+0,028 0,404+0,0276
Kaldirik 0,463+0,016 0,464+0,0177
0,589+0,057 0,523£0,0354
0,647+0,071 0,631+0,0488
0,407+0,023 0,449+0,018
Kuzukulagt 0,476+0,030 0,5+0,026
0,597+0,021 0,545+0,023
0,64+0,010 0,62+0,026
0,366+0,067 0,452+0,013
Cali Cilegi 0,426+0,035 0,499+0,018
0,554+0,059 0,56+0,016
0,650+0,0446 0,619+0,021
0,386+0,053 0,436+0,021
Hosuran 0,427+0,059 0,527+ 0,018
0,590+0,020 0,586=+0,026
0,6895+0,094 0,644+0,033
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0,403 + 0,026 0,412+0,013
Isirgan 0,448+0,004 0,455+0,014
0,520=+0,040 0,516+0,035
0,684+0,124 0,59+0,02
0,406+0,021 0,402+0,0149
Ezeltere 0,457+0,004 0,467+0,0177
0,5625+0,028 0,565+0,0248
0,634+0,028 0,656+0,0269
0,402 £0.036 0,557+0,021
Pazi1 Pancari 0,450+0,030 0,648+0,023
0,583+0,052 0,78+0,022
0,643+0,045 0,878+0,023
0,353+0,007 0,415+0,0120
Mendek 0,399+0,019 0,471+£0,0318
0,502+0,030 0,559+0,0354
0,639+0,033 0,823+0,0941
0,411+0,0283 0,436+0,021
Giiciikdene 0,461+0,0099 0,5+0,026
0,593+0,0156 0,545+0,023
0,619+0,0064 0,62+0,026
0,396+0,027 0,499+ 0,018
Pancar 0,428+0,030 0,575+0,017
0,502+0,025 0,671£0,018
0,616+0,028 0,754+0,022
0,422+0,0229 0,39+0,0156
Ayikulagi 0,455+0,011 0,433+0,0198
0,609+0,035 0,473+0,0318
0,670+0,035 0,695+0,0149
0,417+0,056 0,434+0,013
Kabalak Otu 0,455+0,069 0,499+0,02
0,562+0,061 0,561+0,025
0,611+0,021 0,593+0,012
0,494+0,026
BHT 0,546+0,037
0,577+0,021
0,721£0,088
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BOLUM 5. TARTISMA VE SONUC

Insanlar ¢ok eski donemlerden beri bitkileri gida olarak, boya elde etmek, siis bitkisi
ve tedavi amaciyla kullanmislardir. Bu bitkilerin halk hekimligindeki kullanimi antik
cagdan itibaren devamli bir artis gostermektedir [116]. Ozellikle son yillarda, cogu
insan sentetik ilaglarin yan etkilerinden dolay1 bitkisel tedaviye yoOnelmistir.
Giintimiizde Diinya Saglik Orgiitiiniin (WHO) arastirmalarina gore tedavi amach

kullanilan tibbi bitkilerin sayis1 20.000 civarindadir [152].

Son zamanlarda, yenilebilir bitkilerden izole edilen fitokimyasallarin yeni biyolojik
ozellikleri tizerine odaklanilmistir. Clinkli yiizlerce yerli bitki tiirti, kiiresel olarak
giinliik diyette sebze, meyve, baharat ve ¢esni olarak kullanilmaktadir. Birgogu da
geleneksel ilaglar i¢inde yer almaktadir. Yenilebilir bitkiler, ¢esitli biyolojik aktivite
gosteren flavonoidler, vitaminler, terpenoidler alkoloidler, orgonosiilfiirler,
pigmentler ve diger fenolik bilesikler gibi fitokimyasallar agisindan zengindirler
[154]. Bununla birlikte bitkiler yiiksek antioksidan aktiviteye sahip bilesikler
icermektedirler [155]. Antimutajenik, antikarsinojenik, antiaging gibi bir¢ok
biyolojik fonksiyon, bu antioksidanlardan kaynaklanmaktadir [156]. Terpenoidler,
flavonoidler ve fenolik bilesenlerin ise anti-tirozinaz aktiviteye sahip oldugu

bildirilmistir [157].

Son yillarda tibbi bitkiler ve bunlardan elde edilen bitkisel ilag hammaddeleri
tizerinde yapilan ¢alismalar biiyilk 6nem kazanmistir. Bunlarin baslica nedenleri,
tedavide kullanilan sentetik ilag hammaddelerinin bazilarinda tehlikeli yan etkilerin
goriilmesi, baz1 dogal ilag hammaddelerinin sentetik olarak yapilamamasi ve bitkisel
hammaddelerin yar1 sentez iriinlerde baslangic maddesi kaynagi olmasi ile son
zamanlarda onemli yeni bazi bitkisel ilag hammaddelerin bulunmasi seklinde
siralanabilir. Bitkisel ilag hammaddelerin diger bir tistiin yan1 da birkag etkiye birden

sahip olmalaridir. Sentetik bilesikler ise genellikle tek bir etkiye sahiptir [159].
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Antioksidanlar, serbest radikallerin etkilerini yok edici etkiye sahiptir ve viicutta
ROT’larin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 6nlemek tizere enzimatik
veya enzimatik olmayan bir¢ok endojen antioksidan savunma mekanizmasi
bulunmaktadir. Bunun yani sira bazi ilaglar, vitaminler ve sentetik gida
antioksidanlar1 da ekzojen antioksidanlar olarak degerlendirilebilir [152].
Antioksidanlar serbest radikalleri bertaraf ederek dejeneratif hastaliklarin olusumunu
Onleyerek [1,2] yasam kalitesinin arttirilmasina faydali olmaktadir [153]. Besin
faktorlerinde bulunan antioksidanlar insan sagligina faydali olduklar1 gibi gida
maddelerinin de raf Omriinii uzatarak ve oksidasyonunu geciktirerek besin
degerlerindeki kayb1 azaltmaktadir. Ayrica yaslanmaya kars1t miicadele edilmesinde
ve bagisiklik sistemini de olumlu etkilemesi yoniiyle antioksidanlar 6nemli
maddelerdir. Bundan dolay1, antioksidanlar viicutta tiretildikleri gibi disaridan gida
yoluyla da alinabilmektedir. Antioksidan etkisi fazla olan bilesikler; C ve E
vitaminleri, tanenler, flavonoidler, katalaz, peroksidaz gibi enzimlerdir. Sentetik
antioksidanlar ise BHA, BHT, gibi maddelerdir. Son yillarda, sentetik
antioksidanlarin viicut i¢in toksik etkilerinin bulundugunun bildirilmesiyle dogal

antioksidanlara olan ilgi artmustir [1,2].

Enzimler, biyolojik sistemlerdeki tepkimelerin katalizorleridir. Kimyasal
tepkimelerdeki aktivasyon enerjisini 6nemli 6l¢iide diisiiren, tepkimeyi hizlandiran,
tepkimeden bozulmadan ¢ikan ve defalarca da kullanilabilen, protein yapisinda,
biyokimyasal olaylarin canli hiicrede yasam ile uyumlu bir sekilde ger¢eklesmesini
saglayan kimyasal ajanlardir [3]. Bunlar reaksiyon sirasinda fiziksel degisiklikler
gecirseler de reaksiyon tamamlandiginda, tekrar kendi orijinal hallerine geri donerler
[15]. Enzimler glinlimiizde, endiistride 6zellikle besin teknolojisinde, ayrica tipta tani
ve tedavide kullanilmaktadir [12]. Enzimlerin hem in vivo hem de in vitro ortamda
gerceklesen reaksiyonlarinin aktivitelerinin azaltilmasi ve hatta yok edilmesi olayina
inhibisyon, bu olaya sebep olan bilesliklere de inhibitor denilmektedir. Enzimatik
aktiviteyi kontrol eden bu kiiciik molekiiller, biyolojik sistemler iizerinde biiyiik
Olctide kontrol sagladiklart i¢in ¢ok Onemlidir. Bir¢ok ilag ve toksik maddeler de
enzim inhibitdrii gibi davranarak etki etmektedirler. Enzim inhibitorleri, istenmeyen
enzim aktivitesinin Onlenmesi veya kontrol altinda tutulmasinda araci olarak

kullanilmaktadirlar [6].
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Tirozinaz, molekiiler oksijeni kullanarak monofenollerin o-kinonlara oksidasyonunu
katalizleyen, bakir igeren bir enzimdir. Bu enzim, melaninin biyosentezinde rolii olan
anahtar bir enzimdir. Melanin derinin ve sag¢in rengini saglayan faktorlerden biri olan
polifenol yapidaki bir biyopolimerdir ve tirozinaz, melanin sentezindeki iki
tepkimeyi katalizler. Bir¢ok dermatolojik bozukluk, melanin pigmentinin fazla
salgilanmasindan kaynaklanmaktadir. Melanin biyosentezinin engellenmesi ise

ozellikle tirozinaz inhibisyonu ile saglanabilir [148].

Tirozinaz enzimi viicutta melanin sentezinin fazla salgilanmasindan kaynaklanan
ciltte olusan lekeler gibi hiperpigmentasyon sorunlarinda ve psoriazis, vitiligo gibi
melanin sentezinin yeteri kadar bulunmamasindan &tiirli  hiperpigmentasyon
sorunlarinda 6nemli rol oynayan bir enzimdir. Psoriazis, vitiligo gibi melanin
sentezinin yeterli olmamasindan kaynakli olmaktadir. Bu enzimi inhibe eden ajanlar

hiperpigmentasyon problemlerin tedavisinde kullanilabilir [154].

Arastirmamizda metanol sulu ve dietil eterli ekstrelerin, ICsy degerlerine bakildiginda
metanol sulu ekstrelerde ICsy degerlerinin bazi bitkilerde daha diisiik oranda ¢iktigi
goriilmiistiir. Bunun nedeninin tirozinaz inhibitorii olan askorbik asit gibi suda
¢Oziinen maddelerin metanol sulu ekstrelerde daha yiiksek oranda bulunmasindan
kaynaklanabilecegini soyleyenebilir. Askorbik asit icerigi fazla olan bitkilerde
tirtinler kesilip uzun siire bekletildigi zaman {irtinde kararmalar meydana gelmez.
Kararmanin meydana gelmemesinin sebebi bitkilerin i¢inde yliksek konsantrasyonda

askorbik asit bulundurmasidir.

Ayrica bitkilerde de bulunan askorbik asidin, tirozinaz inhibisyon etkisi ve
antioksidan etkisi nedeni 1ile deri koruyucusu olarak kullanildig1 literatiirde

belirtilmektedir [160].

Bu bilgiler 1s181inda, Giresun yoresinde yetisen karalahana, pancar ¢igcegi, sakarca
bitkisi, melocan bitkisi, kaldirik bitkisi, kuzukulag bitkisi, ¢ali ¢ilegi bitkisi, hoguran
bitkisi, 1sirgan bitkisi, ezeltere (anason) bitkisi, pazi pancari, mendek bitkisi,
giiciikdene bitkisi, pancar, ayikulagi ve kabalak gibi baz1 yoresel bitkilerin bakir
indirgeme antioksidan kapasiteleri (CUPRAC) ve tirozinaz enzimi {izerine inhibisyon

aktivitesi belirlendi. Bu amagla belirlenen bitkilerin mevsime bagli olarak semt
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pazarlarindan veya koylerden direkt toplama ile 6rneklemeleri yapildi. Calismanin
sonunda elde edilen analiz sonuglarindan bitkilerin CUPRAC antioksidan

kapasiteleri ve % tirozinaz inhibisyon degerleri hesaplandi.

Bu ¢alismada ¢esitli hastaliklarin tedavisinde ve kozmetik endiistrisinde kullanilan
bitkilerin tirozinaz enzimi {izerindeki inhibisyon etkileri incelendi. Enzim kaynagi

olarak saf tirozinaz preparatlari kullanildi.

Calismamizda kullandigimiz dietil eterli ve metanol-su bitki ekstrelerinin hemen
hepsinde anti-tirozinaz aktivitesi saptandi. Calisilan bitkiler arasinda yiiksek tirozinaz
inhibitor etkisi gosteren pazi, mendek, yayla pancari, karalahana ve cali ¢ilegi
bitkilerinin dietil eterli ve metanol-su ekstreleri yiiksek tirozinaz inhibitor etkisi

gostermistir.

Sonug olarak, bu ¢alismada iyi diizeyde bakir indirgeme giicii (CUPRAC) ve anti-
tirozinaz aktivitesi gosteren bitkilerin etken bilesenlerinin izole edilerek yap1
tayinlerinin yapilmasi; in vivo deneylerle kanitlanmasi i¢cin daha ileri diizeyde
caligmalara gereksinim vardir. Boylece fitoterapotik ajan olarak farmakoloji,

kozmetik gibi sektorlerde kullaniminin uygun olabilecegi s6ylenebilir.
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